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障翰
好気性生物にお い て 生命活動を駆動させる エネルギ ー は主 に酸化的リン磯イヒ
に依存して おり ､ その 維持には莫大な酸素を必要とする｡ と こ ろ で ､ 多細胞生
物の 生命を支える こ の酸素は ､ 物質を醸イヒする こ とをその 基本的性質とし､ と
く にそれが活性化されるとおおくの 生体成分と反応し､ その機能や構造を破壊
しうる ｡ 従 っ て ､ 生 命機構を維持するためには ､ 生体内の様々 な過程で発生す
る活性酸素や フ リ ー ラジカル を消去無毒化する こ とが不可欠で ある o こ の任務
を担 っ て い るの は細胞内抗酸化防御機構で ある ｡ 帯性酸素の過剰発生や抗酸化
防御系の機能低下などの 原 因で酸化 一 遇元バ ラ ンス が崩れ ､ 生 体内環境が酸化
側に偏ると ､ 生体が酸化的ス トレス に陥る｡ この 酸化的ス トレス は､ 老化､ 発
ガン, 炎症 ､ 虚血によ る臓器障害などの様々 な疾患の病因として注目を浴びて
きて いる｡
細胞内抗酸化防御機構が低分子抗酸化物質と高分子性酵素抗酸化防御系から
なる｡ 前者はグルタチオン (GSH)､ ビタ ミ ンC ､ 尿酸 ､ ヒリル ビン などがあ
るが ､ こ れ らの合成酵素や輸送担体も生体の抗酸化機構の機能に影響する｡ 後
者として は s uper o xidedis m utas e(S O D)､ c atala s e､ glutathio n epe r o xida s e(G Px)
などがその代表的な もの である｡ 低分子抗酸化物質のな かで も三 つ の アミノ酸
(グルタミン醸､ シス テイ ン ､ グリシ ン) からなる小ペプチドで ある G S Hは
外因性異物の解毒､ 内因性物質の代謝や活性酸素の消去などに幅広い範囲で重
要な役割を果た して い るの で[1-3]. 世界中で多く の研究者によ っ て研究され て
い る ｡ G S Hは殆どすべ ての好気的細胞に含まれ ､ 細胞の種薫別こよ っ て 決ま っ た
- 定の濃度範囲に保たれ て い る. GSH の 最大の生産者である肝臓において は約
3-6 m M と高濃度の細胞内 G S Hが存在し ､ 肝細胞の胆管側膜に局在して い る
Multi 血g resistan c e-a s s o ciated pr otein2(M R P2)を介して胆汁中に排滑され ､ 主た
る胆汁酸非依存性胆汁を生成する[4一 札 従 っ て M R P 2は GS Hの 合成酵素とと
もに､ 肝細胞内 G S Hレベ ル に影響するといえ る｡
M RP 2は AT P binding c a ss ett(AB C)tr a n spo rte rに属する MR Pス ー パ ー フ ァ
ミ リ - の メ ンバ - で ある. こ の 蛋白はほぼ肝臓で独白的に発現して おり ､ 十二
指腸､ 空勝と腎臓ではその発現がわずかに認められる程度で ある ｡ 脳 ､ 心臓､
肺､ 骨格筋では M R P 2の 発現が検出されて いな い[7]｡ M R P 2は G S H抱合体や
グルタ ロ ン醸抱合体をはじめ ､ 幅広い物質を基質として いる[4-6]. シス プラチ
ン耐性の K C P-4 細胞株において M R P 2党規が認められ ､ 臨床上支障にな っ て い
る薬物耐性 へ の 関与が指摘されて きた【8】｡ M R P2は胆汁酸非依存性胆汁の 生成
を担 っ て い るため ､ その 蛋白発現や機能の低下は胆汁う っ たい を引き起 こ す｡
ヒトにおける DubinJohn s o n症候群の モデル動物で ある Spr agu eDa wley(SD)ラ
ッ ト由来の Eis ai hyperbilirubin emic r at(E H B R)は M R P 2の 遺伝的欠損によりヒリ
ル ビンのグルク ロ ン酸抱合体の 胆汁排雅が低下して い るために ､ 黄痘症状を呈
する[9]. また ､ M R P 2が種々 の 薬物の 胆汁排滑を担っ て い るため ､ 薬物体内動
態の 研究にお い て もよく研究対象にされ て い る ｡ しか し､ M R P 2が幅広く研究
されて いる にも関わらず, M R P 2と酸化的ス トレス との関連を示す研究が少な
く ､ いまだ不 明の点が多い ｡ M R P 2が生体の重要な低分子抗酸化物質 G S H､ そ
の 醸イヒ型 G S S G, 及び各種の G S H抱合体の胆汁排滑を司る こ とから､ 酸化的ス
トレス との関連が考えられる ｡ そ こ で ､ 本研究で は酸化的ス トレス 下 における
M R P2 の 役割に焦点をあて､ 正常､ 及 び病態モデルを用い た比較からその 生理
的意義の解明を試みた ｡
第 - 章 脂質過観官監の最終産物 斑N 濫-S G将帥出機構
酸化的ス トレス が生 じた生体で は様々 な生体成分が酸化傷害を受ける｡ その
な かで も生体膜の リ ン脂質 二重層を構成する不飽和脂肪酸は最も過酸化されや
すい o 脂質過酸化による生体傷害には生体膜の 過酸化で膜流動性が変化レたり､
膜蛋白の構造と機能の維持が で きなく な っ たりするなどの 一 次傷害と脂質過酸
化の産物による 二次的な傷害がある｡ 不飽和脂肪酸の過酎ヒにより様々 な産物
が生成され ､ その な か でヾ 最も注目される の は 4-hydr o xyno n e n al(H N E) で あ
る｡ 耶 は構造上に α -β 一不飽和カルポニ ル基を持 つ アルデヒドで あり ､ 高度
な反応性を有する[10]. In vitr o において は Ⅰ 珊 は酵秦の 不活性化を引き起こ
したり ､ D N A､ RN A､ タンパ ク質の合成を阻害する こ とで その毒性を発揮して
い る【10-13]｡ 近年 , 糖尿病や慢性肝疾患をはじめ ､ い くつ かの疾患において も
こ の ア ルデヒドの 関与が指摘されて い る【14-17】｡
Ⅰ卦 限 の G S H抱合体(H N モーS G)､ 1,4-dihydr o xyn o n e n e､ 4-hydr o xyn o n e n oic a cid
が HNE の 一 次代謝物として各種の臓器で確認された【18-20]. なかで も ､ H N E-
S G の生成は肝臓､ 心臓､ 腎臓など臓器濯流実験におい て主要産物として認め
られ ､ H N Eの 主た る解毒経路と言われて い る[18, 19, 21]. G S Hは自発的に H N E
と反応するが ､ glutathio n eS-tr a n sfer a s e(G S T)の存在下にお いて は ､ こ の 反応は
さらに効率よく進行する【22-24]o 生成する H N EIS Gは水溶性が高い の で ､ 自由
に細胞膜を透過する こ とがなく , 何かのキャ リア ー を介して細胞外 へ 排池され
ると考えられる. 心臓と肝臓を用 いた H N Eの濯流実験にお いて ､
一
心臓から流
出した濯流液中及び胆汁中に Ⅰ加モーS Gが検出され､ 心筋細胞膜及び肝細胞の 胆
管側膜には m -s Gの 輸送担体が存在する こ とが示唆されている[18,21】o 最近 ､
Ren e sら[25]は M R P 2と類似する基質特異性をもつ M R P lが H N E-S Gの細働外 .
排池輸送を担うと報告した｡ M R Plは心筋細胞膜に存在するが ､ 肝細胞胆管側
膜には発現が認められな い ｡ その ため m -S Gの胆汁排滑を担う輸送体は M R P 2
で あると考え､ こ の 可能性を検証した ｡
第 - 節 斑N E-S Gの検出法a)確立
H N Eの 代謝研究にお いて は放射ラベ ルを した E N Eがよ(使用され て いる｡
放射能による検出は簡単か つ鋭敏であるが ､ 特殊な設備と高価な放射ラ ベル化
合物が必要である｡ こ の ほか ､ 内因性の代謝物の検出が で きな い とい う欠点が
ある. それ にも関わらず､ 非放射ラベ ルの H N Eが使用され て いな い原 因には
H N Eの 主要な代謝物である HN E-SG の鋭敏な検出法が確立され て い な い こ と
が挙げられる ｡ H N Eの 構造には - つ の 不斉炭素があり ､ G S Hと の抱合反応に
より 二 つ 目の 不斉炭素が生じる. さらに ope nfo rm の m -S Gが自己閉環によ
り三 つ の 不斉炭素を有する closefo r mの HNE -S Gになる(Fig. 1- ト1)..ope nfo r m
と clo s efo - の 変換反応は可逆的で あるが ､ clo s efo m の生成反応が圧倒的有利
である (clo s efo m が 95 %以上)[1 0]｡ H N 払S Gは通常の U V吸収を利用した検
出法では十分な感度が得られず､ それ に代わる高感度検出法の 開発が望まれて
いた ｡ こ れ まで T L C[26]､ H P L C[21】などの検出法が試みられて い るもの の ､ 十
分 な検出感度には達して い な い ｡ 最近 ､ Bo o nらは電気化学検出器を用 い た
H N 臥S Gの検出法の確立を試し､ 三種の H N E-S G の異性体を検出した[18]o し
か し､ 電気化学検出器は全ての研究室に設置され て い る汎用機器で はな い こ と
から､ 簡便に H N E-S Gの 高感度検出を行うには ､ 更 に検出法を改良する必要が
あると思われる. そ こ で ､ 我々 は第 一 アミ ンとチ - オル基 の蛍光性反応試薬
phthalaldehyde を用 いて ､ より 一 般的な蛍光検出器による H N 払S Gの 高感度検
出法の確立を試みた｡
圭一l-1 実験材料及び方法
基塞
HNE は Caym a nC hemic al Co. (An n Arbor, M I, U S A)か ら購入 した o 2-
m e rc apto etha n ol, phthalal dehyde 及び m etapho sphoric a cidは Wako Pu r eC hemic al
lndu strie s(Os aka,Japa n)から購入したo 試薬は特級あるい は - 級を使用した.
E N E-S Gの合成
耶 -SG は m (0･5 m M)と過剰の G S Ⅲ(1 m M)との由発反応により合成したo
H N Eと G S Hを含む100 m M pota ssiu m pho sphate(pH 8.0)バ ッ フ ァ ー を室温で 3
時間イ ンキ エ ペ - 卜した . その 時､ 反応液中に未反応 m は検出されなか っ
た ｡ H N Eと G S Hは 1:1 の比率で反応し ､ か つ 副反応がない こ とから[26]､ こ
の 反応液を濃度 o.5 m M の E N モーS Gの標準液とした o
延辿墜通過虹左j塾生旦旦選畳些塵選
Mas s spe ctm mの介析は株式会社島津製作所分析機器事業部 L C部 に依頼した｡
分析条件は以下の通り
使用機器 :
S C し10 Avp
R be odyn e8125
L C-I0 A Dvp
C T O-10A Cvp
S P D- M IO Avp
D G U-14 A
カラム :
移動相 :
移動相流量 :
検出波長 :
L C M S-2010 ( 液体タ ロ マ 卜グラフ質量分析計)
(シス テム コ ントロ ー ラ)
(マ ニ ュ アルイ ンジ ェ ク夕)
(送液ポンプ)
(カラムオ ー プン)
(フ ォ トダイオ ー ドアレイ検出器)
(オンラインデガ ッサ)
In ertsil O D S-3(2.1m mI.D . ×250 m )
A:0,1 %tri flu or o ac eti a cid, B: a c eto nitrile, A / B=84 / 1 6
0.2 ml/min
224n m(220-350n m)
イオ ン化モ ー ド: E SI(＋) E SI(-)
霧化ガス流量 :
印可電圧 :
C D L温度 :
C D L電圧 :
4.5 1/min 4.51/min
＋1.5 k V -3.5 k V
250℃
-
250℃
-25 V ＋25 V
f N E-S Gの 検出法
合成した H N E-SG は po st1 abel fiP L Cにより検出した ｡ H P L C条件は以下の 通り
カラム ; O D S-3
移動層 ; o.1 %tri flu o r o a c etic acid:Aceto nitrile = 625:165
蛍光試薬 ;1.86 血M Phtbalaldebyde と 1.71m M Mercapto etha n ol を含む 100m M
N
.
aⅢC O3- Na2C O3(bufferpⅢ 10.5)
流速 ; 移動層 1 ml/min
蛍光試薬 o.2 ml/min
波長 ; Ex= 345n m, Em =4 45n m
1-l二2___実験結果及び考察
合成した H N E-S G標品を H P L Cに供給した後､ 四本の ピ ー ク (A ､ B､ C､ D)
が検出された ｡ ピ ー ク A の 高さを 1 とした時､ B､ C､ D の ピ ー クの 高さはそ
れぞれ 1･74､ 0･7岳､ 1.45であ っ た (Fig. I- ト2)｡ L C- M S で分析した結果 , これ
らの ピ ー クが全て分子量 463の化合物で あり (M＋甲io n;464, M - H io n;462, M -
H＋C F3C O O H;576)､ HN臥S Gの分子量と 一 致 して いる(Fig. I- ト3). H N Eと G S H
との抱合反応にお いて は副産物がないた め ､ こ の 四本の ピ ー クが全て H N E_S G
の 異性体で あると断定した｡ Clo s efo 皿 の ⅡN E-S Gが三 つ の不斉炭素をもつ た
め ､ 理論上 は八種類の異性体が存在する｡ 分離 には光学カラムを用 いて いな い
た め､ 光学異性体が分離できな い と考え ､ この 四本の ピ ー ク にはそれぞれ 二 つ
の 光学異性体を含む四ペ ア計八種類の m -S Gの異性体が含まれて い ると推測
した ｡ こ の結果 は clo s efo r mの H N E-S G が優勢的な産物である こ とにも ー 致 し
て いる｡
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窮ニ節 M 汲野2遺伝子党規動物を潤むヽ る HNE-S G排滑機構の解明
W istar ラ ッ ト由来 の T R一 及 び spr ague Da wley (S D) ラ ッ ト由来の Eis ai
hyperbilir ubin emic r at(E壬岱 R) は M R P2遺伝子を欠損した変異ラ ッ トで あるo
M R P 2の 基質となるヒリル ビンのグルク ロ ン醸抱合体の胆汁排池が低下して い
るため に､ 黄痘症状を呈する こ とから, ヒ トにお ける Dubin-Johns o n症候群の
モデル動物として 用 いられて い る[6, 9, 27]o こ れ まで ､ これら変異ラ ットの利
用は M R P2の基質特異性の研究に大き い貢献をして きた ｡ すなわ ち正常ラッ ト､
及びこれら変異ラ ッ トで胆汁排池輸送を比較する こ とにより､ M RP2. の 基質特
異性が明らかにされ て きた[28, 29】｡ 本節では正常s D ラ ッ ト及び E H B Rを用 い
て 両ラ ッ ト間における H N 臥SG の胆汁排池の差を調べ ､ M R P2の 基質で あるか
どうかを検証した ｡
ト2-1 実験材料及び方法
試薬
ベ ントパル ビタ - ル は大日本製薬よリ購入した .
動物
S D ラッ ト及び EI 岱 R(雄性､ 25 0-3 00g) は日本 s L Cより購入 した . ラ ッ ト
はオ リエ ンタル酵母社から購入した実験動物飼料 M アを与え ､ 水及び飼料は自
由に摂取させた ｡ 購入後の ラットは恒温 (22± 2℃) コ ン トロ ー ル された環境
下で ､ 12時間の明暗サイクル で三 日間以上飼育した ｡
担些=旦旦旦増出遡遡塞塵
ラ ッ トをベ ン トパル ビタ ー ル (50mg/ kg,i.p.) で麻酔後､ 手術台に背位固定
した｡ 後肢大腿静脈より H N E(10pm ol/kg) 杏 - 分間か けて投与 し､ 十ニ指
腸に近い胆管に挿入したカ ニ ュ - レから胆汁を採取し､ あらか じめ 1 00ILlの stop
buffer(6% m etapho sphoric a cid, 0.08 % E D TA) を敷いた マ イク ロ ス ピ ッ ツに加 え､
10
HN E-S G 胆汁排池の サ ンプルとした . 実験終了後 (60介)､ 肝臓を摘出し､ 肝
臓重量の 10倍の stopbuffe rを加え ､ 水中 にてホモジネ - 卜を調製し(テ フ ロ ン ､
10str oke)､ 遠心 (15,000g, 15分間) 分離後､ 上溝を肝臓内 H N E-S Gr測定用の
サ ンプルとした o H N 臥SG の定量 は1- ト1 の方法に準じた .
1_二塁二塁_____塞塵賂果及び考察
S D ラッ ト､ 及 び M R P2欠損ラ ッ ト Eヨ丑R に E N Eを静脈内投与し､ 1 時間
までの胆汁中､ 及 び実験終了時の肝臓内の 耶 -S Gを定量した o その 結果 ､ S D
ラ ッ トの 胆汁から A､ 臥 C､ D4本の ⅡN 臥S G立体異性体の ピ ー クが検出され
たもの の ､ EI 岱 Rの 胆汁からは 一 切検出されなか っ た (Fig. ト2-1). M R P 2は
那 -S Gの 胆汁排池に重要な役割を果たして いる ことが示唆されたo また ､ Fig.
1-I-2 に示された よう に H N Eと GS H との自発反応によ っ て 生成 した H N E_S G
立体異性体の中で は H N 臥S G Bと D が主要産物で あるこ と に対して , 胆汁中の
HN E-S Gc o njugate sの 申で は王廿花 -SG AとⅠ= まc と D に比 べ ､ 比較的に優勢の
産物である こ とから (Fig. 1-2-1)､ m -S G Aと B は C と D に比 べ G S Tの触媒
を受けやすい こ とが考えられた｡ H NE 投与後 1時間まで に 江N E投与量 の約2 %
が ヨNB-S Gc o njugate sの 形で胆汁中に排池された (Fig. I-2-2)o E H B Rにおける
肝臓内 H N 払S Gは S D ラッ トに比べ ､ 約 2倍高か っ たが ､ 卜 - 夕ルの 生成量は
S D ラ ッ トと E‡岱 Rの 間には有意な差が認められなか っ た (Table ト1)｡ これ は
両 ラ ッ トで ､ 抱合過程に差がな い こと を示唆した ｡ 文献報告で はラ ッ トに投与
した放射ラベ ル f m (0.83 p g per r at) の約 15%が 一 時間まで に胆汁中に排池
され ､ その うち ､ 1,4-dihydr o xyn o n e n- m er c apturic acidc o njugate (H N モーS Gの メル
カプツ ー ル酸代謝物 の 一 つ) が主であ っ た[20]. 今回の系を用 いた場合も胆汁
中に未確認 の H N E-S Gc o njugate s由来と思わ れるいく つ かの ピ ー クが観察され
て いる (Fig･ ト2- トb). あるい は 10FL m Ol / kg の投与量が過去の報告に比 べ 5Q
倍高く ､ 肝 へ の 取り込み ･ 代謝 ･ 胆汁排滑過程が飽和した結果 ､ 胆汁中に排池
される HN E-S Gの 割合が低下して いる こ とも ､ 可能性として考えられる o
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第三節 蛭軒 M RP 2通底予噂A細胞凌凋も%る 掛 取-S G排誰機構の解明
遺伝子導入細胞系は輸送担体の機能解析にと っ て は有力な武器で ある｡ 本節
で はヒ卜 M R P2遺伝子導入細胞を 剛 ＼て ､ H N 丑-S Gの排池 へ の M R P 2の 関与を
検証する こ とを目的とした . M adin- D arbyc a nin e･Jkidn eyII(M D C K II) 細胞はイ
ヌ腎臓遠位尿細管上皮細胞由来の株化細胞で あり ､ c onflu e nt にな ると ､ 接触阻
害によ8)､ 細胞の増殖が停止し ､ m o n olaye r を形成する o こ の 時､ 細胞 と細胞
の間には非常に緊密な tightjun ctio nが形成され､ apic al及 びbas al コンバ ー トメ
ン 卜間で の経細胞輸送を評価する系として繁用されて いる【30-3 2]o
ト3-1 実験材料及び方法
試薬
Propidiu mlodide (PI) を含有する V E C TA S 和 E L DMo u nting Mediu mは Ve cto r
Labor atorie s社よ8)購入した ｡ mi mim u m e s s e ntial m ediu mEagle は Sigm aC hemic al
社より購入した ｡
抗体
ヒ卜 M R P2の C 末端の 1534-1545アミノ酸配列を認識する polyclo n al a nti-
hu m a nM R P 2r abbit a ntis e ru mは東京大学薬学部製剤設計学教室よリ供与いただ
いた o ニ 次抗体 Hor s er adish per o xida s e-c o njugated a nti-r abbit a ntibody 及び Ale xa
Flu o r4 88(go at a nti-r abbitlgG) はそれぞれ Ame rsh am Phar m ada Biotech 及び
Mole c ula rPr obe s社から購入した o
艶艶墜重
野生型 M D C K II(M D C K II) 細胞及びと卜 M R P 2遺伝子導入 M D C K II
(M R P 2- M D C K II) 細胞は The Netherlands Canc erln stitute の Dr. Piet Bo rstより
供与いただいた ｡
細胞の培養条件は以下の通り :
15
培地 : 109 uetal-bo vin e s e rum を含む minim u m ess e ntial m ediu m五agle
温度 : 37℃
co2濃度 :5%
M R P 2- M D C KII細胞は G 418(0.4 mg/mi) 存在下で維持 した o
細胞を 9･0×104 cell /c m2で Tr a n s w ell (3IL m POr e Siz e, 6.3 m m diam et r, Cell
Cultu r eln s ert353096;Be cto nDickin s o nandCo mpa ny, Fr a nklin Lake s, NT, U S A) に
播い てから三 日間の増養により細胞の m o n olaye r が形成した後､ Ⅰ桝E-S Gの 輸
送実験を行 っ た o 免疫染色は円形 の collage n(TypeIIV, Sigm aC 3511)コ ー トした
co v erglas sの 上 に細胞 (9.0×104 c e11/c m2) を三 日間培養後に行 っ た .
W e ste mblotting
M D C K II及 び M R P2- MDC KII細胞から調製した cr ude 膜 画分 (50p g
pr otein) を 8･5%ポリ アクリル アミドゲル で電気泳動した後､ ニ トル セル ロ ー ス
メ ン プレン (Tra n s-Blot, Bio- Rad labor atorie s社) に転写した . その 後､ メ ン プ
レンを 3%B S A blockingbufferに浸し､ 室温 一 時間in c ubatio nした o T T BS(0.05 %
(v/v)Tw e e n20, 0･12% (w/v)T ris, a nd 0.9 %(w/v)NaCl) で三 回 w a sh した後､
polyclo n al a nti-hu m a血 M R P2r abbit antis eru m(I:1000) を含む o.1%BSA blot A
で , 室温 一 時間in c ubatio nした ｡ 同様に T T B Sで三 回 w a sh した後､ Ho rs eradish
per o xidas e-c o njugated a nti-r abbit antibody (1:3 000) を含む o.1%B S A blotA の 中
で ､ 室温 一 時間 in c ubatio n した . 同様に T T B Sで三 回 w a sh した後､ Enha n c ed
che血1u血 n e s c enc e法 (Am er sha m Pbarm a cia Biote ch 社) を用 い て シグナル を検
出した｡
免疫染色
コ ラ ー ゲ ンコ ー トした c over gla ss上に培養した細胞を P B Sで洗 っ た後､ 10
分間の 3%fo rmaldehyde 処理 により細胞を固定し､ 5 分間の 1%T rito nX 1 0 処
理を行っ た ｡ その 後､ 一 次抗体(polyclo n ala nti 血m a nM R P 2r abbit 弧tis e mm (1:
1000))を含む p B S中で ､ 室温 一 時間in c ubatio nした｡ p B Sで 三 回洗浄した後､
ニ次抗体 (go at a nti十r abbitlgG c o njugated with A le x aFlu o r488(1:1000)) を含む
P B S中で ､ 遮光下 一 時間反応させた . その 後､ p B Sで ニ 回洗浄し ､ PI を含有す
る V E C TA S H IE L DMo u nting Mediu m
一 滴を垂らした凹プレパ ラ ー 卜上 に逆さに
16
乗せ､ 共焦点レ - ザ - 蛍光顕微鏡 L S M510(Carl Zeiss, Je n a, Ge m any)で観察した .
励起波長は 488(M R P2) と546(PI) を用 いた ｡
HN臥S Gの輸送実験
細胞 m o nolayerを E C F buffer(122m M NaCl,3 m M KCl,0.4 m M K2H P O.,1.4 m M
CaC12, 1･2 m M Mg2S O., 10 m M 2-【4-(2-hydr o xyethyl)-1-piper a zinyl]etha n e s ufo nic
acid, 25m M NaH C O3 a nd 10m M glu c o s e) で洗い ､ Tr a n s w ellの apic al及 びbasal
コ ンパ ー トメ ントにそれぞれ 3 00FLl及び900plの 5 0ILM H N Eを含む E C F buffer
を添加し ､ 37℃ で in c ubation した . 経時的に apical及び bas al コン パ ー トメ ント
から50FLlをサ ンプリングし, あらか じめ 1001M )stopbuffer(6 %m etapho sphoric
a cid, 0.08 %E D TA) を敷い たマ イク ロ ス ピッ ツに加え ､ H N E-S G 測定用の サ ン
プルとした . 実験終了後､ tr a n s w ellから細胞を剥がし､ 300plstopbuffe rに加 え､
細胞を壊し､ 15000g で 5 分間遠心した後､ 上清を回収し､ 細胞内 H N E_S G測
定用サ ンプルとした｡ こ れらの サ ンプルは測定まで -20℃で保存した ｡ 細胞ペ レ
ッ トを蛋白定量用 サンプルとして用 い , Lo w ry 法 により蛋白定量を行 っ た ｡
HNE-SG の 定量 は ト1-1 の方法に準じた ｡
塾些旦旦 幽 運慶
反応液(Equin eliv e r由来 G S T;30p g/mL G S H;2m M ､ M C B;1 m M in 50m M
pota ssiu m phosphate buffer(pH 6.5))を 37℃ で 3 時間イ ンキ ュ ベ ー ト し､ 生成
した G S- B は H P LC により精製した ｡
H P L C条件は以下 の通り
カラム ; O DS
# #fS; o.1%triflu o r o ac etic a cid:Ac eto nitrile = 8:2
流速 ; 1 ml/血n
波長 ; 386n m
生 地 塵呈真昼
M D C K II細胞の サイトゾ - ル は He ら【23]の方法に従 っ て調製した o M D C K II
細胞を50m M T ris-HClbuffer(pH6.8) の中で ､ ホモ ジネ ー 卜に調製 し､ 28,000g
で 45分間遠心した後､ その上清をサイトゾ - ル可溶性 G S Tとして 回収した.
G S T活性は M C Bを基質にして評価した o 反応液(サイトゾ ー ル ;0.2 mg pr otein
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/mi､ GS H;0･4 m M ､ MC B;5pM in50 m M potas siu mpho sphatebuffir(pE 6.5)
申の GS- B の 生成は F-2000 伽or e sc e n cspe ctr ophoto m et r(Ex=386n m 及 び
Em =476n m) により定量したo
ト3-2____塞験鎧果及び考察
*
M DCK II及び M R P2- M D C K II細胞から調製した c rude 膜を w e ste m bl｡tによ
り分析したと こ ろ ､ M R P 2- M D C K II細胞から190 k Da の M R P 2の発現が確認さ
れた ｡ M D C K II細胞において はヒ卜 M R P 2と交叉性の ある内因性タンパ ク質の
発現が認められなか っ た (Fig. ト3- トa). 更 に､ この M R P2の局在を免疫染色で
調べ た結果より ､ M DCK I細胞の apic al 膜には M R P 2が発現して い るこ とが確
認された (Fig･ ト3-I-b). この結果は文献と 一 致した【30]｡
H N E-S Gの輸送実験
H N Eを M D C K II及び M R P 2- M D C K II細胞の m o n olayerに添加し ､ 経時的に
Tr an s w ellの apical 及び bas al コンパ ー トメントからサ ンプリング し､ ⅡN E-S G
の 両 コ ンパ - トメ ン トへ の 輸送を調 べ た . Fig. 1-3-2 に示 すよう に ､ 三本の
H N E-S Gの 異性体の ピ ー クが検出され､保持時間からこ れらはそれぞれFig. I- ト2
の 耶 -S G A､ B､ D に相当するものである ことが判明した ｡ 各 H N E-S G抱合
体の bas al側へ の 輸送は両細胞の間におい て は有意な差が認められなか っ たが ､
M R P 2- M D C K Ⅱ細胞における apic al側 へ の 輸送は M D C K II細胞に比 べ顕著に上
昇した (Fig. ト3-3)｡ 一 方､ 細胞内の H N E-S Gは M DC KII細胞において は顕著
な蓄積が見られた - 方､ M R P 2- M D C K II細胞において は検出限界以下であ っ た
(甘able I-2). H N 払S Gが M R P 2によっ て効率よく細胞外ス ペ ー ス に排池され
る ことが示唆された｡
生 地 過董真昼
M DCK II細胞サイトゾ ー ル G S T活性は H N E-S G濃度依存的に阻害され ､ 50
pM HNE-S Gの 存在下で約半分まで に低下した (Fig. ト3-4)
18
Pa ulu s m aらは M R P2- M D CK II細胞において apical=!ンパ ー トメ ン トへ の G S H
の 流出を報告して い る[3 2]｡ こ こで ､ 我々 は apic al コンパ - トメ ントに検出さ
れた H N 臥S Gはこ の 洗出した G S Hと m ediu m 申の H N Eとの自発反応による
artifa ct の可能性を否定するため ､ apic al =】ンパ - トメ ントへ の G S Hの流出を測
定した ｡ その結果､ M R P 2- M D C K II細胞で は約340pm ol /mg pr otein の GSⅠ‡が
輸送実験の間 (12分) に apic al コンパ ー トメ ントへ 流出して い るこ とが確認さ
れた (data n ot sho w n)｡ 仮にこれらの G S Hが全て m と抱合して も apic al コ
ンパ ー トメ ントに検出された H N 臥S G全量の 2% にすぎな いo したが っ て ､ apic al
コ ンパ - トメ ン トに検出された 耶 -S Gはほぼ細胞内で生成した H N モーS Gの細
胞外緋鯉に由来するものと考えられた｡ また ､ M R P2- M D CK II細胞における
H N E-S G の 全生成量は M D C K[Ⅰ細胞に比べ 約 7 倍高く (Table ト2)､ こ れ は
M D C EユⅠ細胞内に蓄積した 虻N E-S Gが H N B-SG の 生成を阻害した結果と考えら
れる o 実際､ H N E-SG の存在下で GST活性が阻害される こ とが報告されて おり ､
その I C50はわずか 5FLM で ある【3 3]. また今回用 いた M D C K II細胞サイトゾ -
ル G S T活性 へ の 阻害がIC50約50pM と見積もられた (Fig. 1-3-4). M D C K II細
胞に留まる H N E-S Gの濃度は約560ILM(H N 臥S Gは約2.8 n m ol /mg pr otein(Table
1-2)､ 細胞容積は約5Il /mg pr otein である(2.1×106 M D C Kc ells≒1 mg pr otein､
一 個の M D C K細胞の体積は約 2.5 pl[34]) と見積もられる こ とから､ こ の 阻害
が十分あり得ると考えられる｡
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41 9 0 k Da - I
b
M R P2- M D C Kll M DCKll
1
コ
PLa n e
Pe rpe ndic ula r
Figur e1-3-1 Expre s sion andlo c aliz atio n of M R P 2 in M D C K
m o n olayer. (a)Expre s sion of M R P 2m onolayer w a sdeter min ed by w e stern
blota n alysis. Crude m e mbra n efra ctio n s(50〃g)fro mM R P 2- M DCK l川a n e $1
and2)and M D C K l川a n e s3 a nd 4)c ells w e re s eparated o n a n8.5 %
polya cryJa mjde slabgelc o n-taining0.1 %s odiu mdode cy]s ulfate. T he
fra ction atedprotein s w eretra n sfe rred to a m e mbra n efilter a nd hu m a nM R P 2
protein(190kDa)wa sdete cted withanti- M R P 2a n-tis eru m･(b)
lm munolo c aliz atio nof M R P 2 1n M D C K llm o n olaye r w a sdeter min ed by
c o nfo c alla s er- s c an ning micro s c opy. M R P 2w a sdete cted byindire ct
im m u n ofLu or es c e n c e(Ale x a4 8 8;gre en signal)withanti- M R P 2a ntis e ru m.
Nu cleic a cids w e redete cted u sing propidiumiodide(red signal). T he upper
partofe a chpanelshowsthetopview of the m o n oLayer, T heIo w erpansho w s
a n optic als e cto npe rpe ndic ulartotheplane of the c e”一ayer. L由tpa n el:
Co nfLu e nt M R P 2- M DCK []c elts
,
Rightpa n el:Co nfLu e nt M D C Kllc e”s.
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8jヽ摘
本章で は H N Eの主要代謝物である H N E-S Gの測定法を確立し､ その排雅機
構につ い てin viv o､ 及 びin vitr o実験で検証した ｡
その結果､ 以 下の知見を得た ｡
1･ 新た に開発した posト1ab占1 蛍光 HP L C法により田本の H N E-S G異性体と
思われるピ - クが検出された｡ L C- M S ス ペクトルにて これらの ピ ー クは全
て Ⅰ洲苫 -SG の異性体である ことが判明した o H N 払S Gの検出感度は 5pm ol
であり ､ 電気化学検出器を用 いる方法とほぼ同じ感度で HN臥S G を検出す
るこ とが可能にな っ た ｡
2
･ 正常 s Dラ ッ ト及び MRP2欠損ラ ット E H B Rを用 いた H N 臥S Gの胆汁排
池実験において ､ HN E投与後, s D ラ ッ トの 胆汁から HN臥S Gが検出され
たが ､ EHB R で は 耶 -S Gの 胆汁排継が認められず､ 肝細胞内 へ の蓄積が
認められた ｡ この 結果は M R P 2が H N E-S Gの胆 汁緋鯉を担 っ て い る ことを
示唆 した ｡
3. M D C K II及び M R P2- M D C K II細胞を用 いた H N E-S G の 輸送実験におい
て ､ M R P 2- M D C K II細胞の apic al コン/ ト トメン卜へ の f m -SG の輸送は
MRP2- M D C K II細胞の bas al､ M I)C K II細胞の apic al及びbas al コンバ ー ト
メ ン卜へ の輸送 に比べ有意な上昇が認められた . H N E-S Gが M良p 2の 輸送
基質となる こ とをin vitr o遺伝子発現系を用い るこ とで証明 した o
肝臓で は ､ 脂質過酸化の毒性産物である H N Eは過酸化された膜から遊離し､
主に細胞内の G SH との抱合反応を受け､ 生成した HNE-S Gは肝細胞の胆管側
膜に局在する M R P2 により効率よく胆汁中に排池される (Sche m e1)｡ それら
は p has eII及び IIIの 代謝 ･ 排潜と いう生体内の老廃物や毒物を排除する 一 般
的な解毒経路に相当する｡ そ こ で ､ この M R P 2が関与する協調反応は H N Eの
細胞毒性にどの よう に影響するかを検証する目的で ､ 第二 章の実験を行 っ た ｡
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鞠=牽 瓦m 野馳訂0 来観系q芸ぬgする 琵N 監細胞車性に及ぼす M 汲P2
遺伝子発現の影響
江N 苫及びそ の タ ンパク質 addu ct は B 型, c 型肝炎､ へ モク ロ マ ト - シス ､
アル コ ー ル性肝疾患､ 原発性胆管硬変症などの各種慢性肝疾患【15, 16]､ 糖尿病
【17】などの疾患の病変巣に認められ､ 酸化的ス トレス ､ 脂質過酸化及びその 生
成物 HN丑 はこ れらの疾患の発症や進展に関与すると指摘され て い るo ln vitr o
の 実験において ､ H N 王= まアポト - シス やネクロ ー シスの 細胞死を引き起 こすこ
とが報告されて い る[13,35-37]｡ HN Eの代謝に伴う細胞内 G S Hの低下 [35,38]､
ミ トコ ントリアの機能障害【13,37, 39]､JNK､ A Pl､カス バ ー ゼの 活性化[11,35, 40]
などが 托N E の細胞毒性に関与すると指摘されて いるが ､ そのメカ ニ ズム は用
いる細胞株によ っ て 異なる場合が多く ､ 統 一 見解が得られて いな い ｡ 細胞毒性
発生時に共通して起 こる細胞内 G S Hの低下は､ 全て の細胞株で H N E細胞毒性
の発現に必須 であるとは限らな いが､ 多くの場合 別 の細胞毒性発現を制御
する因子と考えられ て いる ｡ - 方､ M R P 2は肝細胞内老廃物や有害物を月旦汁中
に排滑し､ 従来から解毒蛋白と認識されて きた｡ M R P2が H N E自身の膿汁排池
を担っ て い るかどうかは不明であるが ､ 前章までの結果から､ 少なく とも M R P 2
が H N E-S Gの細胞内蓄積を防ぐことで ､ 結果として H N Eの抱合代謝を促進し
て いる こ とが考えられる｡ 本章で は HNE の 毒性発現に M R P 2が間接的に影響
を及ぼして いると考え ､ その可能性をin vitr oM R P 2発現系を用 い て検証した ｡
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節 - 節 MDC K H細胞にお捗る 恥 濫 の細胞轟性に及ぼす M汲P2 の 影響
H 肥 は高い反応性をもち､ 細胞増殖
■
Q 釧ヒ促進ある 川ま阻害[10, 4 1, 42]､ 細
胞死の誘導[4 0]など様々 な生理的､ 病理的な役割を果たして おり ､ そ の 全貌が
解明され つ つ あるが ､ いまだ不明な点や矛盾する点屯多い ｡ 一 方､ f m の 主要
代謝物 H N E-S Gが M R P2によ っ て胆汁申に排滑されて いるこ とが第 一 章の 研究
で明らか にな っ た ｡ HN 払S(= ま低濃度において も G S T活性を阻害し､ トchl｡ r ｡_
2,4-dinitr obe n z e n eを基質としたin vitr o実験においてその IC5.は 5 FLM と非常に
低い[33]. また GS H抱合反応は可逆反応であり ､ 抱合代謝物が細胞内蓄積する
と親化合物に戻る ことも報告されて い る【43]. 従 っ て ､ Ⅰ 珊 -S G の 積極的な排
滑は結果的に生体を H N丑 の毒性から防御してい ることが期待される｡ 実際､
M R Pフ ァ ミリ ー の M R P l発現細胞 GLC./Adr で は M R Plの 阻害剤で ある MK57 1
の 添加により ⅢN Eに対する細胞の感受性は先進し､ M R Plの発現が HNE の細
胞毒性を軽減した ことが報告された 【25]｡ そ こで ､ 本節では M R P 2の 発現が H N E
の細胞毒性を軽減で きるかを調べ た｡
2- ト1 実験材料及び方法
試薬
3-(4,5-dim ethylth iaz oト2-yl)-2,5-diphe nyltetr a z oliu m(M T T) は Acro sOrganic s社
から購入した . An n e xin V - EG FP Apopto sisDete ctio n キ ッ トは BioVisio n. In c.から
購入した ｡ 試薬は特級あるいは 一 級の もの を使用した｡
艶艶堕量
M D C K II及び M R P 2- M D C K II細胞の培養条件は 1-3-1 に準じた ｡ 細胞を 1.68
×105 c ell/ w ellで 24穴のウ ェ ルに播いて 三 日間培養するこ と によリ m o n olayer
を形成させ ､ 実験に用 いた ｡ 細胞の生存率は M T Ta ss ay により測定した ｡ 細胞
死様式判定実験に使用される細胞は円形の c ollage nコ ー トした c o v e rgla声S の上
に培養した ｡
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M T Tassay
M DCKII及び M RP2- M DCK II細胞は各濃度の m を含む無血清 m edium
(sigm a M 4655) の申で 24時間培養した後､ p B Sで洗浄し ､ M T T(0.5 mg/ml)
を含む無色の m ediu m (GIBC O 134 1) を加え ､ 4 時間 37℃保温した o その後､
生存細胞の ミトコ ンドリア活性に依存して生成した暗青色の M T T f｡ m a za ｡ を
dim ethyls ulfo xide で溶解し､ micr oplate readerM U L TIS 監A N J X(Ther m oLabSyste m
ln c･ , M A, USA)により refe r e n c e波長630nm 及びtest波長570n m を用 いて 吸光
度を測っ た ｡ 細胞の生存率は H N 苫無処理細胞の生存率を 100%とし算出したo
細胞死様式の判定
細胞死様式の判定は An n e xin V- E G FP Apopto sis Detectio n キ ッ ト (Bi.Viso n.
In c･) により行っ た . Figu r eに示される時間で細胞を ‡訓電 と共にイ ンキ ュ ベ -
卜した｡ P B Sで洗浄した後､ Ann e xin V- E G F P及び pIを含む Binding Buffe rを
加え ､ 遮光下で室温 5 分静置し､ pIを含有しな い VEC TA S ⅢE L D Mo u nting
Mediu m 一 滴を垂らした凹プレパ ラ - 卜上に逆さに乗せ ､ 共焦点レ ー ザ ー 蛍光
顕微鏡 L S M 510で観察した ｡ 励起波長は 488(An n exin V -E G F P) と 546(PI)
を用 いた ｡ An n e xin V - EGFP(＋) か つ PI(-) 細胞はアポ卜 - シス ､ An n e xin V_
E G F P(-) かつ PI(＋) 細胞はネク ロ ー シス と判断した .
統計処理
統計学の有意差は stude nt's t te st を用い て ､ 検定した｡ p<o.o5の 時のみ有意
差があると判断した ｡
迎 _ー_実験結果及び考察
M I)CK II細胞及び M R P 2- MDCKII細胞は低濃度の m (- 32.25vM) の処
理によ っ て ､ いずれも細胞増殖促進傾向が見られ ､ 低濃度の H N Eが細胞増殖
を先進させる ことが示唆された｡ 高濃度 H N 丑(32.25pM -) の濃度上昇に伴い ､
M D CK II及び M R P 2- M DCK II細胞いずれもにおいて も生存率の低下が観察さ
れたが ､ M R P 2- M D C K II細胞は M D C K II細胞に比 べ ､ より高い Ⅰ‡N E感受性を
示した (Fig. 2- I-1)o いく つ かの細胞株において H N Eが アポト ー シス を誘導す
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るこ とが報告されて い る [13, 35, 36, 39]o そ こで ､ 我々 は今回の細胞死が アポ
汁 - シス によ っ て い るかを調べた .
正 常 な細胞膜 の 内層と外層 で は リ ン脂質成介が不 均等 に分布する ｡
Pbo sphatidyls edn e(PS) は主として内層に分布するリン脂質成分であリ ､ アポ
ド - シス の初期には細胞の種類や誘導要因によらず､ 鯛胞表面に移行し露出す
る【44】o An n e xin V は ､ カル シウム存在下に PS と強固に結合する膜非透過性パ
ンク鷺であ8)､ E G FPで標識した An n e xin V は細胞表面に移転した p sの 検出に
は繁用されてい る ｡ ps の膜表面 ヘ の露出は､ アポ卜 - シス の 比較的早期の変化
であリ ､ DNA 断片化､ 核凝縮や膜透過性の 変化に先行する こ とが報告されて
いる【44]｡ PIは膜非透過性の色素であり､ 細胞核の D N Aと結合し､ 強い 赤蛍
光を発する. 従 っ て ､ An n e xin V 及び pIを用いるニ 重標識法により初期アポ卜
- シス細胞を検出する ことが できる｡ アポ卜 - シス 早期の細胞は An n emi V染
色性であるが ､ pI に漁色されず､ アポト ー シスが進行した ニ次的ネク ロ ー シス
とな っ た細胞やネク ロ ー シス の細胞は An n e xin V (±)､ PI(＋) となる｡ + +
で ､ M D C K II細胞の生存率に影響せず､ MRP2- M D C K Ⅲ細胞生存率を約 70%
まで に低下させた Ⅰ 珊 濃度 (62.5FLM) を用 いて ､ m 処理 4､ 12時間後に､
細胞を An n e xin V- E G FPと pIによ っ て染色し､ 共焦点レ ー ザ ー 蛍光顕微鏡で観
察した｡ 刑 で処理 した及び無処理の M D C K II細胞において は少量の自然発
生によると思われるアポト ー シス細胞が点在L'て いた (Fig. 2-1-2, leftpa n el)｡
62.5lLM の Ⅰ‡N Eは M D C K II細胞に殆ど影響しない こ とが示され た. こ れに対
し､ M R P 2- M D CK II細胞の場合には､ H N E添加4時間後､ An n e xin V による染
色が観察されず､ 膜非透過性の PIによる染色が見られ､ psが膜表面 へ 移転せ
ず､ 膜の透過性が克進して いる ことが示唆された (Fig. 2- ト2, rightpahel)o さら
に 12時間後､ An n e xin V 及び pI いずれ も陽性の細胞は見られ ､ ネク ロ ー シス
の進行による膜の崩壊で､ 内層の P Sも染色されたと考えられた(Fig. 2- ト2, right ･
pa n el)｡
細胞死の様式は細胞死誘導剤の濃度によ っ て大きく影響を受ける ｡ 例えばチ
ー オル基 の酸化剤である dia血de は低濃度でアポト ー シス ､ 高濃度でネク ロ ー
シス を誘導する ことが報告されている[45]o しかし､ M DCK II細胞の場合には ､
細胞死を誘導する H N E最低濃度 (62.5 pM) においてもアポ卜 - シス は検出さ
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れず､ ネタm - シスが誘導された (Fig. 2-I-1 a nd - 2). この 結果はⅠ耶 E に誘導
されるアポ卜 - シス は細胞殊に依存してお8)､ MDC K II細胞が H N Eによるア
ポ卜 - シス 抵抗性細胞株に属すると考えられる｡
本節では当初の予想と異なり, M R P2 の 発現が m の細胞毒性を増強し､
こ の際の細胞死がネタ ロ - シス であることが確認された｡ 少なくとも アポト ー
シス 抵抗性細胞にお いて は､ m の代謝に伴う細胞内 G S Hの 低下が H N B細胞
毒性発現の引き金になる ことが考えられる ｡ そ こ で次節で M R P2の発現がその
GS H 消費を促進する こ とで ､ HNE 毒性を増強したの で はな いかと考え ､ その
可能性を検証した｡
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Figu r e21 1 2 - I - - Pluptake a nd a n n e xin V binding afterH N Etre atm ent.
T he c e】lm o n olayerswe re w a shed with P BS at 4a nd 1 2 ho u rs a一ter
in c ubated with 62.5pM H N E. T he nthe c e]Ls w ereinc ubated with Bindng
buffer c o ntaining An n e xin V-E G F P(gre e n)and Pl(red)atro o m
te mperaturefo r5 minute sintheda rka nd observed underc o nfo c alla s e r
sc an ning micro s c opy. Leftpa n el;M D C K ”,rightpanel;M R P 2- M D C K l].
Co n-1 2;c ells witho ut H N E tre atm e ntfo r1 2 ho urs, H N E-4;c eltstre ated with
H N E fo r4 ho urs
,
H N E-1 2;c ellstreated with H N Efor1 2 ho u rs.
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窮ニ節 MR P 急の党規q=鹿醐増強老醜る HNE細胞萄性のメカ ニ ズム に閲
ずる換肘
G S Hは H N Eの 代謝及び解毒に中心的な役割を果たしてい る[10]｡ Jurkat及び
p c 12細胞において は､ N -ac etyl- L-cystein､ cystein 及び G SH diethyle ster は H 肥
の細胞毒性を防御した【35, 3 8, 46]ことから､ G S Hの 低下は H 耀 細胞毒性の原
因の - つ と になる ことが考えられるo そ こで ､ f m E処理後､ 細胞内の G SH､ A TP
及び H 隅 を定量し､ MR P 2発現により増強される H 陀 細胞毒性の メカ ニ ズム
を検討した ｡
を星ニL_塞塵盤_料及び方法
試薬
GS H は wako Pur eChemic al Indu stries (Os aka, Japan)か ら購入 した ｡
Mo n o chlo robim a n e(M C B) は Mole c ularProbe s社から購入した. G S T fr o mquin e
liv e rはSigm aChe血c al社から購入した ｡1,3- Cyclo n e x a n edione はAldd｡b Che 比. C｡.
から購入 した ｡ 試薬は特級あるい は - 級を使用した.
&
細胞 m o n olayerを 60 plの 62.5pM H N Eを含む無血清 m edium とともに､37℃
でincubatio nした ｡ 経時的に m ediu m を除き､ 3 00plstop bufferに加え ､ 細胞を
かき取 り､ 15000g で 5分間遠心後の上溝を細胞内の G SI壬測定用サ ンプルとし
た o 細胞ペ レッ トを蛋白定量の サ ンプルとして 用 い ､ 1o w ry 法 により蛋白定量
を行 っ た ｡ GS Hの 定量 は蛍光 H P L C法により行 っ た ｡
Ⅰ肝L C条件は以下の通り
カラム ; OD S-3
移動層 ; o.1%tri flu or o a c eti a cid: MeO H= 630:70
蛍光試薬;1･86m M Pbthalaldebyde と 1.71 m M Me r c apto etha n ol を含む 100
m M NaH C O3- Na2C O3(bufferpH 10.5)
流速 ; 移動層 1 ml/ 血n
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蛍光試薬 o.2 ml/min
波長; Ex=35 n m, Em =425n m
鯉塵良基蔓里遡度量
細胞 m o n olayerを 600plの 62.5FLM Ⅰ卦捉を含む無血清 m ediu mととも に ､37℃
で in c ubatio n した ｡ 経時的に m ediu m を除き､ 3%過塩素酸 o.5 miを各ウ ェ ルに
添加し ､ 細胞を掻き取り ､ 直ちに 0.26mi の1N K O Hを加え ､ 過塩素畷を中和
した｡ 1500gで 30秒遠心した後､ 上清を細胞内の A T P測定用サ ンプルとした ｡
A TPの定量は Sigm aA T Pa ss aykitを用 い ､ 1u ciferin -1u cifer as e法により行 っ た o
H N Eの定量法
H N モ= まYoshin oらの 方法[47]に従 っ て定量 した o 細胞 m o n olaye rを 600FAIの
62.5 FLM 江Nも を含む無血清 mediu m とともに､ 37℃ で in c ubatio nした o 経時的
に150plづつ を採取し､ あらか じめ 150plの 50pM butylatedhydr o xytolu e n eを
含むメタノ ー ルを敷いた マ イクロ ス ピッ ツに加え ､ さらに 0.3 mi CfD r e agent
((N軌)2SO4, log;a c etic acid,5ml;1,3-cyclohe x a n edio n e, 0.25g/ 100ml H20)を加え
た｡ 4 NNaO H でサ ンプルの pH を 6.0 に調整した後, 60℃で 1 時間加熱し､
蛍光 H P L Cに供与した ｡
H P L C条件は以下の 通り
カ ラム ; O D S
移動層 ; Aceto n血1e :H20 = 280:600
先達 ; 1 ml/min
波長 ; Ex=380n m, Em =445n m
2-2-2 実験結果及び考察
M D C K II及び M R P2- M DCKII細胞内 G S H量はH NE添加直後から低下レた.
30 分以降､ M RP 2- MD CK II細胞では細胞内 G S H量はほぼ枯渇したo - 方､ MDC K
II細胞ではⅠ‡N E添加前 G S H量の約 25%まで低下したが､ その後 ､ 更なる減少
が見られず､ 4 時間後､ 若干回復する傾向が観察された (Fig. 2- 2-1)｡ その 時の
HN E消失､ 及び細胞内 A TPの変化の タイム コ ー ス を検討したとこ ろ､ Medium
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申の 技N Eは実験開始後 30分まで､ M DCK II及び MR P 2- M D C K II細胞の間に
は 托NE 消失速度の差が見られず､ その後､ M R P2- M DC K II細胞で は 江N Eの
消失速度は M D CX･ⅠⅠ細俄に比 べ遅くな っ た(Fig･ 2-2-2- a). この 時の細胞内 G S H
が ほぼ枯渇した こと (Fig･ 2-2-1) から､ M R P 2- M D CK II細胞における 60分以
降の m の 消失は G SH との抱合によるもの で はなく､ ､ H N 丑の自己分解によ
ると考えられる｡ それ に対して ､ M DCK II細胞において は m ediu m 申の ⅡN E
が 120 介まで に初演魔の 10%まで低下した (Fig. 2-2∴2- a)｡ 細胞内 A T P含量の
変化は 4時間まで両細胞の間に認められなか っ たが ､ 24時間後､ M R P2_ M D C K II
細胞内 A TPは 別 添カ口前の 3 0 %以せにな っ た (Fig. 2-2-2-b). M DC K II細胞
における HN Eの 細胞毒性は エネルギ - 代謝障害に起因する可能性が示唆され
た｡
G S Hの 低下 ､ 及びこ れ に引き続く活性酸素種の過剰発生による細胞障害に
は多くの場合､ ミ トコ ンドリアが関与してい るこ とが知られて いる[48, 4恥 ミ
トコ ンドリアは電子伝達系で細胞の酸素利用の約 85-90% を消費して い るため
最郎創生酸素を生成するオルガネラで あり ､ これ に対して G S Hと G S H還元酵
素 o px が ミトコ ンドリア内の抗酸化機能を担 っ て い る｡ ミ トコ ン ドリア 内の
G SH プ ー ル は細胞質 G SH プ ー ルと物理的､ 代謝的にお互 い独立して おリ､ 細
胞全体 GSH の約 10% がミトコ ンドリアに存在する｡ 半減期は細胞質で約 2 時
間であるこ と に対し､ ミ トコ ンドリアでは約 30時間と非常に長い[50]｡ しかし
ミトコ ンドリア内には G S H合成酵素が存在しないため ､ ミ トコ ンドリア内 G S H
はミトコ ンドリア膜に存在する G S Hトランスポ ー タ ー による細胞質の G S Hの
ミトコ ンドリア内ヘ の輸送で維持され て いる[50, 51]｡ それゆえミトコ ンドリア
内 G S Hは細胞質 GSH とミトコ ンドリア膜 G S H輸送担体に依存すると言える｡
ミ トコ ンドリア障害の要因の 一 つ と して ､ ミトコ ンドリア内膜にある por eの 開
孔 によるミトコ ンドリア内膜透過性の変化､ すなわち 血to cho n血 礼lpe m e ability
tr a n sitio n(M P T)が挙げられており ､ アポ卜 - シス とネタ 口 - シス の 両者､ すな
わ ちメカ ニ ズム の異なる両細胞死 の際に共通して見られる現象で ある[49, 52-
54]｡ この pore の 開孔 はミトコ ンドリア内活性酸素の過剰発生に密接に関連 し､
酸化的ス トレス による細胞障害において中心的な役割を果たして いると認識さ
れてい る[55, 56]｡ こ こ で H N Eは M P Tを引き起こ し､ それに引き続くカルシウ
ムの流入 一 流出や cyto chr o m e cの流出がアポ卜 - シスあるい はネク ロ ー シス の
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カスケ - ドを始動させると考えられている[13, 53]. しかし､ 急激な G S H枯渇
はde ath r e c epto r依存性アポト - シス をネタ ロ - シス に転換したとの報告もあり ､
細胞内 G S Hがアポト - シス の進行に必須であるとの説明がなされ て い る [57,
58]. しか しながら､ アポト - シス かネタ ロ - シス かを中心的に制御する決定的
な因子 に関する統 一 な見解はまだ得られて いな い ｡ また ､ G S H枯渇によ っ て ､
ミ トコ ン ドリアの c omple xI 活性が特異的に阻害され ､ エ ネルギ ー 代謝障害に
陥る こ とも知られ て い る【59]｡ こ の よう に多様な細胞内環境の変化が並行して
進行した結果 ､ 細胞死の様式が決定するもの と考えて い る. H N Eの場合も , 細
胞株と誘導剤の濃度によ っ て細胞の感受性､ 細胞死様式が異なる｡ 今後細胞死
様式研究の更なる進展が期待される ｡
Ju rkat 細胞を用 いた研究から､ m による M P Tが c atala s e､ S O D､ B H Tな
どの抗酸化酵素や物質により抑制された【37]ことから､ 活性酸素の過剰発生は
H N Eに惹起された M P Tの原因であると考えられてい る｡ 今 臥 細胞内 G S H
及び A T Pの 測定結果と併せ考えると ､ M RP2- M D C K II細胞で は ､ 細胞質内とと
もにミトコ ンドリア内 GS Hが H N Eの処理 により枯渇した結果 ､ ミ トコ ンドリ
ア内の抗酸化機構が崩壊し､･活性酸素の大量発生によ っ て ､ M P Tが起 こ り ､ ネ
ク ロ ー シス に至 っ た もの と考えられる ｡ M D C K II細胞で は､ もともと M R P 2-
M D C K II細胞より高く維持される G S H量 (約20 %)､ 及び細胞内に蓄積する
ⅡN E-S Gによる G S T阻害作用 (Fig. i-3-4) で H N Eと G S Hとの抱合反応が阻害
される ことから､ 細胞生存に必要な G S H量が維持されたと考えられた ｡
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第三節 M DC KE丑 細飽q岩おq汐る 濫 汐汐 Ed ン酸噂細胞車性に及ぼす M R P 2
の彫轡
前節では M R P2発現により増強される HN E細胞毒性が､ 細胞内 G S E低下 に
起因する屯の と考えられたo その仮説が正しいとすると ､･ 他の G SIり古渇剤､
特 に H N Eと同様に α - β - 不飽和カルポニ ル基を持つ化合物の場合には同様の
現象が観察されると推測した … ル ー プ利尿薬 エ 夕クリ ン駿 (EA) は α _β _不
飽和カルポニ ル基を持ち､ 主に GSH 抱合代謝反応を受け､ その抱合体(E A-S G)
が MRP fami ly を介して細胞外に排滑される[60]o こ の抱合反応は酵素的及び非
酵素的に進行し､ E A-S G も GST を阻害する こ とが知られ て いる【43]. こ れら
の性質は HNE と非常に類似して いる｡ そ こ で ､ 今回見られた H N B細胞毒性が
H N Eと G SH との抱合反応による G S Hの 減少に主に起因するこ とを裏付けるた
め ､ M D C K II及び M R P2- M DC K II細胞における E Aの細胞毒性を調 べた ｡
2-3-1 実験材料及び方法
試薬
E Aは Sigm aか ら購入 した ｡ 試薬は特級ある いは 一 級を使用した 0
細胞培養及び細胞生存率の測定
M D C K II及び M R P 2- M D C K II細胞の培養条件は 2-2-1 に準した ｡ 細胞の生存
率は M T Ta s s ay により測定した .
2-3-2 実験結果及び考察
125pM E Aの 存在下で ､ M D C K II細胞の生存率に殆ど変化が見られな い 一
方､ M RP2- M D CK II細胞で は細胞生存率が 20%fこ低下 した (Fig. 2-3)｡ 即ち ､
H N Eの 場合と同様､ MR P2- MDCK II細胞は M D C K II細胞に比 べ ､ よリ高い E A
感受性を示し､ H N E､ 及び B A による細胞毒性はこ れら基質の抱合代謝で起こ
る細胞内 G S Hの枯渇に起因することが示唆された .
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第二章の結果から､ 以 下の知見が得られた｡
1･ M D C K II細胞におい ては､ M R P 2の発現は H N Eの細胞毒性を増強し､ その
細胞死はネク ロ ー シス である.
2･ Sche m e2 に示されて いるように､ MR P2- MD C K II細胞では受動拡散により
取り込まれた H N モが細胞内 G S Hと酵素的及び非酵素的に抱合し､ その抱
合体が M Rp2 により積極的に細胞外へ 排池される ｡ その 過程に伴い細胞内
G S Hが枯渇し､ ネク ロ ー シス に至 っ たと考えられる｡ 一 方 ､ M D C E. ⅠⅠ 細胞
にお いて は､ 細胞内 G S Hはもともと高い こ と に加え ､ m -s Gが細胞外へ
排池されず蓄積する｡ これ によりサイ トゾ - ル G S T活性が阻害され ､ H N E
と GSH の抱合反応による O SH の減少が緩和された結果 ､ 細胞死を免れた
もの と考えられた ｡ 本来解毒反応であるはずの代謝酵素(G S T) と輸送担体
(MR P 2) によ る Pbas eII と phas eIIIの 協調反応は 酸化的ス ト レス などの
病態時には､ 細胞内恒常性を乱し､ 障害を増強する こと もある こ とが示唆
された ｡
43
鞠≡牽 丑弧 S互恵弧 q=ぬ督する孟 汐汐u3?磯車性に及ぼす M 汲P2発現
の影響
胆汁排池は代謝反応と並び肝臓が有する解毒機能として重要で ある ｡ 肝 臓で
生成した老廃物や毒物の最終代謝物め多くは胆管側膜に存在するトラ ンスポ ー
タ ー を介 して胆汁に排滑され ､ 最終的に糞として生体外 へ 緋鯉される. 肝臓が
病態に陥る場合､ 屡々 膿汁う っ た いが起こ る ｡ それ により ､ 肝臓内の 老廃物が
血中に戻り､ 他臓器に悪影響を与えたり ､ 肝 障害自身の増悪につ なが っ たりす
る . それゆえ ､ 種々 疾患時の 膿汁う っ た いの 原因解明とその治療法の 研究 は肝
疾患全般の治療法を確立する上に重要であり､ 世界中の多くの研究者によ っ て
研究され て きた｡ 従来より ､ 胆 汁流の 生成する駆動力は胆汁酸依存的､ 及び非
依存的に分頼され ､ 近年の分子生物学の進歩により､ 前者は bile s alte xportpu mp
(Bs ep)､ 後者は M R P 2によ っ ている ことが判明した【4,6, 61】｡ この月旦汁酸非依
存性胆汁流は主に O S H､及 び種々 O S H抱合体の 胆汁排滑により生成する[4,6]｡
従 っ て ､ 肝細胞内 G SH 含量 ､ 及び M R P2機能両者いずれかの低下は､ 胆汁う
つ た い につ ながる と考えられて いる｡ その うち､ M R P 2機能に影響を及ぼす要
因として M R P2の発現量 と胆管側膜で の局在の変化を挙げる ことがで きる｡ 近
年､ M R P 2の 特異的な細胞質 へ の 内在化は, 酸化的ストレス を含む いく つ かの
病態時に観察される胆汁う っ た いの 一 因と指摘され て いる[62-66]｡ しか し､ こ
れまで M R P 2の内在化の メカ ニ ズムと生理的意義の解明まで に至 っ て いない ｡
一 方､ 当研究室で は以前の研究により､ E A により惹起される酸化的ス トレス
が遊離肝細胞系[67】､ 肝ミク ロ ゾ ー ム系で確認されて いる[68]. 今 臥 更 に E AI
による酸化的ス トレス の発生と ､ そこ に与える MR P2発現の影響を検討する こ .
とは M R P 2の内在化の 生理的意義の解明に有用な情報を提供するもの と考えら
れた｡
また ､ 前章で は遺伝子発現細胞を用 いて ､ 酸化的ス トレス による細胞障害が
MRP 2の 発現により､ 増悪され た ことを見出した ｡ と こ ろが ､ 人為的に遺伝子
を強制発現させた in vitr o細胞実験で得られた結果が､ in viv oの状況 でも起こ
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りうるかに関して は不明である｡ 今回in vitr o実験系で得られた結果を in viv.
実験系で確かめる こ とはその現象が生体内で起 こ8)うる可能性を示す上 で重要
である ｡ 以 前当研究室で､ 行われたin viv oにおける E Aの細胞毒性を経口投与
や静脈注射などの投卑法による検討では ､ 胃腸障害や血液障害などが起 こり ､ in
viv o における E A の 肝毒性を評価する ことが困難であっ た｡ 一 方､ 従来より肝
臓の代謝実験に 剛 ＼られ る肝濯流法は肝臓を侵聾するこ とがなく ､ 組織学的形
態､ 及び生理機能を維持したまま ､ しか も神経系や内分泌系の影響を受けずに
評価するこ とが で きる とい う利点があり､ 毒性研究におい て も目的臓器のみ の
障害を比較的生体を反映した状態で捉えるこ とが で きるとい う点で有用性が高
い｡ そ こで ､ in situ 肝濯流法を用 いて エ タタリ ン酸毒性に及ぼす M R P 2発現 の
影響､ 及びこの時の M RP2局在の変化を調べ た ｡
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辞 - 節 丑m 如 岨 肝港流系g=ぬどする胆汁流及び M RP 2の局在に及ぼす3:♂
汐リン酸の影響
MR P 2の局在は肝濯流系で濯洗液の浸透圧の変化によリダイナミクに変化す
るこ とが kubitz らにより見出されて いる[69】｡ その 後､ 同様の M R P 2の 局在変
化は種々細菌毒煮や化合物による胆汁う っ た い時にも認められる こ とが報告さ
れて い る【63-66]｡ こ の メカ ニ ズムは依然不明で あるが ､ 一 部酸化的ス トレス の
関与が指摘されて いる【65, 66]､ te rt-butylhydr ope r o xide､ chlo r odinitr obe n z e n eを
濯流したラッ トの肝臓では M R P 2の細胞質へ の内在化が確認され ､ 細胞内 G S H
畳の低下がそ の引き金であると推測された[65】｡ そ こで ､ G S Hの枯渇剤で ある
E A に惹起される酸化的ス トレス下 での M R P2の 胆管側膜における局在変化を
検討した ｡
3- ト1 実験材料及び方法
試薬
エ 夕 タ リ ン醸 ､ 1e upeptin､ pepstatin､ apr otinin､ phe nylm ethyls ul'fo nyl flu ori de
(P M S F)は Sigm aから購入した ｡ 試薬は特級ある いは 一 級を使用 した o
抗体
ラ ッ ト M R P 2の C一束端を認識する E A G 15抗体 (接種動物ウサギ) は東京大
学薬 学部製 剤設 計 単数主 よ り供 与 い た だ い た ｡ 抗 dipeptidy1 peptida s e
(D P PIV/CD 26) マウス モ ノク由 一 ナル抗体は Ne o m a rke rs社から購入 した . ･ ラ
ッ ト抗マ ウス tightju n ctio n al a s s o ciated pr otein Zo n ula o c clude n s-1 (Z O-1) 抗体
は CH EMI CO N社より購入した o Ale xa Flu o r488標識ヤギ抗ウサギIgG ニ次抗
体､ Ale x aFlu o r63 標識ヤギ抗ラ ッ トIgG ニ 次抗体､ Ale xa Flu or 546標識ヤギ
抗マウス IgG ニ次抗体は Mole c ularPr obe s社から購入した｡
勤勉
S D ラ ッ ト､ 及び EI 岱 R(雄性､ 250-300g) は日本 s L Cよリ購入した o ラ ッ
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卜はオリ エ ンタル酵母放から購入した実験動物飼料 M アを考え､ 水及び飼料は
由由に摂食させたo
肝濯流系の手術
ラッ トをベ ントパル ビタ ー ルで全身麻酔後､ 手術台に背位固定し､ 開腹した .
胆管にカ ニ ュ レ - シ ョ ン を施した後､ 門脈及び下大静脈に糸を通し ､ 門脈 にカ
ニ ュ レ - シ ョ ンを実施 した o 37℃ に保温して 95 % 02/5 %C O2 を飽和させた
馳ebs- He n s elitBic arbonate Buffer(EH BB) (pH 7.4) で流速を極めて遅〈し､ 濯
流を開始した後､ 素速く 下大静脈を切断し､ 濯流脱血した ｡ 横隔膜及び胸腔を
切開して右心房からカ ニ ュ レ - シ ョ ンをし ､ 濯流液の出口 を作 っ た . そ の疲､
流速を徐々 に上げ､ 右心房から濯流液の流出を確認した上 ､ 下大静脈を結集し
Kf m B(H 7.4)
NaCI
K CI
CaC12
K H2P 04
MgS O4
NaH C 0
1
3
Glu c o s e
た｡ 流速を 0.0 8ml/g 体重に調整し､
118m M
4.7 m M
2.5 m M
l,19m M
l.19m M
25m M
5 m M
タイムゼロと した ｡ 採取した胆汁はあら
かじめ重量を測定したミク ロチ ュ ー ブ内に採取し､ その比重を 1と して求めた o
辿 遡星
肝障害マ ー カ ー で ある GP Tの漏出は Sigm aGo- a nd G P-tr a n s amin a s eKit(505-
o p)を用 いて測定した . G P T活性は Sigm a-Fr a nkel(SF)Units/ miで 表した . 100 S
'
F
Units/mlは 48 Inte m atio n alUnits/1に相当する｡
肝臓内 GSH の定量
経時的に肝臓から 一 部組織を切り出し､ 組織重さの 20倍量の 3% H CIO.を加
え ､ ホモ ジナイズした o 0.5 miのホモ ジネ - トに0.5 miの stopbuffe rを添加し､
15000gで 5分間遠心後の上清を肝臓内 GS H測定用サンプルとした o 細胞ペ レ
ッ トを蛋白定量用サンプルとして用 い ､ Lo w ry法により蛋白定量を行 っ た｡ G S H
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の定量は 2-2-1 に準じた o
艶 逝
M R P 2局在は M R P 2と Z O-1あるいは D P P Ⅳとのニ 重染色によリ評価した｡
EA を肝濯流をし ､ 経時的に肝臓から - 部組織を切り出し､ 厚さ 4 pm の凍結
切片を作成した ｡ これらの切片を免疫簸色実験まで -80℃ で保存したo 染色実験
当日に ､ 切片上の組織の上からサンプル全体を覆うように P王∋Sを垂ら し､ 3 0
分間侵した ｡ そ･ の 後､ サ ンプル を 一 次抗体 EA G 15(1:100)とラ ッ ト抗マ ウス Z O_
1 抗体 (1:10) 或い は抗 D P PIV マ ウスモ ノク ロ ー ナル抗体 (1:10) とともに遮
光下で室温 - 時間保温した. P B S洗浄後､ 更 に Ale x aFlu or488 標識ヤギ抗ウサ
ギ ⅠgG ニ 次抗体 (I:200) とAlex aFlu or633標識ヤギ抗ラット IgG ニ 次抗体
(1:200) 或いは Ale x aFlu o r546標識ヤギ抗 マウス IgG ニ 次抗体 (1:200) と. 一
時間インキ エ ペ - 卜した o その後 ､ pIを含有しな い V E C TAS HIE L D Mo u nting
Mediu m 一 滴を垂らし ､ その上 に c o v erガラス を覆い ､ 共焦点 レ ー ザ ー 蛍光顕微
鏡 L S M 510で観察した o 励起波長は 488n m(Ale)( aFlu or48) と 633n m (Ale x a
Flu o r633) 或い は 546n m (Alex aFlu o r546) を用 いた o
Cr ude 膜の調製
Crude 膜の調製は vosらの方法により調製した【63].2g肝臓を Buffe rA(1 m M
NaH C O3/ c o cktail(5 mgle upeptin, 1 mg pepstatin, 5 mg apr otinin pe r mlDM SO) ≡
1000:1)でホモ ジナイズした (lo o s eDo u n c eho m oge niz er､ 20 stroke)0 5 mlのホモ
ジネ - トを buffe rB(1m M NaH C O,-0.5 m M P MSF)で 6倍希釈し､ 4℃で ､ 1500g
X15 分間遠心した . 残りホモ ジネ - トは液体窒素で瞬間凍結し, ホモ ジネ ー ト
のサ ンプルとした o 遠心 したサ ンプルの上清をアス ビレ ー タで取り除いて ､ 2 ml
の ペ レ ッ トを 5 mlの 70 % s u c r o s eに加え ､ 均 一 に懸濁した後､ 遠心チ ュ ー ブに
入れ ､ 上から順次に44､ 36.5 %s u c r o s eを混ざらない ように静かに重層させる｡
その 後､ 4℃ で ､ 10 0000gX 90分間遠心し､ その 44と 36.5 % s u cr o s e層の界面
に止 ま っ た もの を 回収して ､ 20mlの Buffe rB で懸濁した ｡ 4℃で ､ 1500gX 15
分間遠心した後､ 上清を捨て ､ ペ レッ トを o.5 mlの Bu触r A で懸濁し､ 注射針
(26 G) で均 一 化した ｡ その 後 ､, 液体窒素で瞬間凍結し､ cr ude 膜画分の サ ン
プルとした
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We ste rnblotting 分析は ト3-1 に準じた . Cr ude 膜画分(10pgpr otein)及びホモ
ジネ - ト 画分(20pg pr otein)を 8.5 % のS D Sゲル にアプライした後､ 電気泳動し､
p v D F膜に転写した . この P V D F膜を E G A 15 抗体 (1:1000) とともに室温で 一
時間inc ubatio nした . T T B S洗浄後､ 更に Hors e r adishper o xidas e標識ドンキ抗ウ
サギ IgG ニ 次抗体 (I :300) と室温で - 時間 inc ubatio n した後 ､ Enhapc ed
chemilumin e s c e n c e法 により検出した ｡ タンパク の発現量はバ ントの濃さにより
定量した ｡ Cr ude 膜 における M RP2 の 発現量は調製過程に起きる誤差を補正す
るため ､ c r ude膜 における alkalin epho sphata s e活性で補正した ｡
幽 週星
160plの Ass ay mixtu r e(60 m M 2- amin o-2血ethyl-i-pr opa n ol､ 6 m M MgC12)(pH
IO･0)に 20FLlの サ ンプル (crude膜:5 mg/ml､ ho m ege n ate:15 mg/ mi) を添加 し ､
37℃ で 5分間prein c ubatio nした後､ 50 m M の p- Nitr ophenylpho sphate(p-NPP)杏
20 〝1を加え ､ さらに 30分間正確にin c ubatio nした ｡ その後､ 水冷下 10%(w/v)
の trichlo r o a c etic a cidを 200〝1添加し､ 反応を停止した ｡ こ の混合液に 1.0 N の
NaO Hを 400FLl加え ､ 405
-
n m で吸光度を測定した . Alkalin epho sphatas e活性値
は単位時間及び単位 mg タ ンパ クあたりに生成した p-nitr ophe n ol(p-N P)の モ ル
数で表した ｡ p-NP の 標準液は0､ 5､ 10､ 20､ 40pM を用 いた｡
統計処理
統計学の有意差は stude nt's t te st を用 い て検定した ｡ P〈O.05 の時の み有意差
があると判断した ｡
ヨー ト2 実験結果及び考察
100 及び500 〝M E Aを S D ラ ッ トに肝濯流した最初の 20分まで ､ 膿 汁流量
は 一 過性の上昇 (10 〝M E Aで は最大約 2.3倍 ､ 50 〝M E Aで は最大約3.3 倍)
を示 し, そ の後低下し始め ､ 50分後で両者ともほぼゼロ にな っ た (Fig. 3-1-1- a).
E A無添加港流液を肝臓に 90分間濯流しても肝障害マ - カ ー G P Tの 漏出が見
られず､ 濯流自体は肝臓に損傷を与えな い ことが示された. 10 FLM bEA 濯流時
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は 90分で軽度な G P Tの 漏出が見られたもの の ､ 500pM 濯光晴は 45分で大量
の G P Tが漏出し､ 重度の障害が観察された (Fig. 3- ト11b)o 一 方､ EHB R にお
いて は､ E A濯流による胆汁流量の - 過性の上昇が見られなか っ た (Fig. 3-1-2)｡
500 FLM E Aの場合には ､ 胆汁流量の減少は濯流直後に観察され ､ 胆 汁酸依存
性胆汁の 生成は EA の 濯流によ っ て ､ 阻害された ことが示唆された ｡ 100〝M E A
の 場合､ 胆汁流量の減少は濯流直後に見られず､ 70分以降に観察された (Fig.
3- i-2)｡ また ､ SD ラ ッ ト肝臓内 GSH 量の変化は ､ 100pM E A濯流 30分以降低
下し始め､ 60 介で コ ントロ ー ルの約 30%､ 90分後ではほぼゼロ にな っ た (Fig.
3- ト3)｡
Z O-1 は tightjun ctio n 構成タ ンパ クで あり ､ 胆管ス ペ ー ス の境界を形成して
いるため ､ この 汝色により胆管ス ペ ー ス 範囲を観察する こ とがで きる. DPPIV
は胆管膜の マ - カ ー 酵素であリ ､ MR P2と同様に胆管膜に発現して いる . その
ため , 胆管膜に局在するタンパクと z o-1 或い は D P PIVとの共染色するこ と に
より , こ の タンパ クの局在変化を評価することがで きる【64,66, 70】｡ E A未添加
の肝濯流実験で は､ 90介間濯流して も赤色単光を示す M R P2が緑色蛍光を示す
Z O-1 に囲まれて い る染色像が見られ (Fig. 3- ト4､ Co n-90 min)､ 文献で示され
てい る漁色像と 一 致した[64, 66, 7 0]｡ これは M R P2と z o-1 が正常な位置関係
にあるこ とを示 し､ 濯流操作によっ て MR P 2の細胞内局在は影響を受けな い こ
とが示された ｡ 100 〝M E Aを濯流して 60 分後 ､ 赤色蛍光を示す M R P 2が緑色
蛍光を示す z o-1 の範囲を超え ､ M R P2は胆管ス ペ ー ス の外側､ 即ち細胞質に
移行して いる こ とが明らかにな っ た (Fig. 3-1-4､ EA-60 min)o 90分後､ 更 に細
胞膜から離れた細胞質部分にも M R P2の染色が観察され､ M R P 2の染色パ タ ー
ンも棉状に変化した (Fig. 3- ト4､ E A-90 min)｡ D P P rvと M R P2との共染色パ タ
ー ンは Z O-1 の場合と異なり ､ E A無添加の場合､ 緑色蛍光 (D P PI V) と赤色蛍
光 (M R P 2) と完全に重なリ ､ 黄色蛍光を示して いる染色像が見られる (Fig. 3-
1-5､ Co n-90 min)｡ E A濯流開始60介､ DPPIV から離れた M R P 2が見え始め､
MRP 2の内在化が確認された (Fig. 3-1-5､ EA-60 min)o 90分後 ､ M R P2の赤色
蛍光染色が更に拡散し､ 綿状 になり ､ D P P Ⅳ染色の蛍光強度が弱ま っ た (Fig.
3- ト5､ E A-90 min)o こ の 時点で最終的に M R P 2以外の胆管膜構成蛋白の膜から
の欠落を伴う胆管ス ペ ー ス の 崩壊に至 っ た と考えられる｡ こ の 結果 は Fig. 3-1-
トb に示され た濯流後 90分に見られる肝障害の発現と対応して い る｡ また ､ ホ
モ ジネ - 卜及び cr ude 膜における M R P 2発現を w e ste rnblotting により定量した
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とこ る ､ ホ菅 ジネ - 卜申の M RP 2党規畳には変化が見られな いもの の ､ c r ude 膜
画分申の MR P 2発現塞が コ ントロ - ルの 約 30 %まで に低下した (Fig. 3-I-6)o
Cr ude 膜における alkalin epbo sphatas e活性は ､ コ ントロ - ル濯流 90分 ､ E A濯
流60介､ E A濯流90分後に､ それぞれ約 1･0､ 0･8､ 0･8pm ol/hr/mg p, otein と
なり ､ 大きな変化は認められなか っ た (data n otsho w n)｡ この結果は､ MFP2免
疫汝色の結果と - 致 し ､ M R P 2の膜からの欠落が定量的に示された .
EA-SG は M R P lの基質で あるこ とが知られ ､ その Km は約5 - 30pM である
[71]｡ M R Plと: M R P 2の基質特異性の類似性､ 及び s Dラ ッ ト肝濯流初期に胆汁
流量の 一 過性上昇が見られたが ､ こ の上昇は EH B Rにおいては観察されなか っ
た ことから､ こ の 胆汁流量の上昇は.E Aの G S H抱合体である E A-SG の積極的
な胆汁排池によるもの と考えられるo 100ELM E Aを肝濯流した場合には､ 軽微
な肝障害は実験終了時の 90 分で認められたのみであ っ た ｡ 実験開始 40分以降
胆汁流低下は細胞内 G SH の 枯渇と M RP2機能の低下によるもの と考えられる｡
こ の ことは 100FLM E A濯流 60分の時点で Z O-1､ DPPIVの局在変化を伴わな い
M R P 2の選択的な内在化の様子からも支持された ｡ 濯流 60分後､ 細胞内 G S H
は約 30%カ官残存し､ か つ 細胞内で は E A-S Gが絶えず生成して い るもの と推察
される｡ また ､ 実験終了軒(90分) の細胞内 A T P量 はコ ントロ ー ル に比 べ ､
わずか 10%の低下 しか起 こ っ て おらず(data n otsho w n)､ A T P枯渇による M R P2
機能低下 ､ あるい は基質 (G S臥 E A-S G) の枯渇が 50 分以降の胆汁流量低下
の 原因となると して も､ それだけで全て説明するの は困難で ある｡ こ こ で ､ M R P 2
の 染色像より ､ 60分の 時点で M R P 2の 選択的な内在化が確認され ､ E A による
胆汁う っ た い が細胞内 G S H量の低下に加え ､ 膜での発現量 の低下に起因して
いる と考えられる ｡ また ､ 最終的に膿汁流量はゼロ にな るこ とから､ E A の濯
流は､ 胆汁酸の胆汁排池を担 っ て い る Bsep の 機能あるい は局在にも影響を与
えてい る可能性も考えられるo E H 丑Rを 500tLM E Aで肝濯流した際に､ 観察さ
れ た胆 汁流量の低下 (Fig. 3-1-2) は正 に Bs ep の機能低下を示唆するデ ー タで
あるo と こ ろが ､ Bsep と z o-1 ある いは D PPIVとの 二 重免疫染色像より ､ M R P 2
の ような内在化染色像が得られなか っ た (data n ot sho w n)｡ 細胞膜の局在変化
で はな く ､ 胆汁酸の 合成能や Bsep トランスポ ー ト活性の低下などほかの要因
が この膿汁流量の低下に絡ん で い ると考えられる｡
種々 の薬物処理や物理的刺激によ っ て ､ M R P2の 内在化が起 こる こ とが報告
51
されて い るが ､ そ こ に関卑する補助分予やシグナル伝達の メカ ニ ズム に関する
結論が得られて いな い o 潰透圧の低下【69LP K Cの活性化[72]､ G SH 量の低下[65]
などが M R P 2内在化の引き金と指摘されて いるが ､ その 三 者の間には明白な関
連は見られて いな い ｡ この うち GSⅠ‡の 低下 による活性酸素の大量発生は普遍
的に起 こ り う る現象で あ る ｡ 活性酸素の - 種 で あ る過酸化水素は tyro sin e
phosphatas eの 阻害剤で あu[73]､ 酸化的ス トレス による･ tyr o sin e リ ン酸化の促
進は過酎ヒ水素による tyr osin epho sphata s e阻害件用に起因すると考えられる+｡
P KC は serin e或い は thr eo nin eの リ ン酸化を触媒する酵素であり､ tyr o sin eリ ン
酸化との直接的な関係は認められて いないが ､p K Cによる serin e或い はthr e ｡ ni e
の リ ン酸化力ス ケ - ドの 活性化も最終的に tyr o sin e の リ ン酸化につ なが る こと
がありうる ｡ 今後 これら内在化介在因子 の 同定や作用点の整理が望まれる｡
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窮=節 耳m situ 肝港流系における 丑夕汐リ3?磯旺よる細胞陣凄に及ぼす
MRP2党規の影響
E A の 毒性に関する報告はラ ッ ト培養肝細胞や遊離肝細胞で報告され て おり
【67, 74]､ その 発現機序は脂質過酸化【67]､ ミ トコ ン ドリア内の種々酵素の 阻害
による勝連過性の変化[75,76】などが指摘され て い る｡E Aの抱合代謝に伴う G S H
真の低下をそ の細胞障害の引き金と考えるの が 一 般的であるo そ こ で ､ 第二 章
に見出された M RP2の発現による細胞内 GS H減少が frN E､ E A細胞障害を増
悪するin vitr oで の現象がin situ 肝濯流系におい て も観察されるかどうかを調
べ た ｡
3_I2_:1____実験村料及び方法
試薬
チオパル ピッ - ル磯､ 1,1,3,3-tetr a etho xypr opa n eは和光純薬より購入した｡ 試
薬は特級あるい は 一 級を使用した ｡
勤勉
S D ラ ッ ト及び EI 岱 R(雄性､ 25 0-300g) は 日本 s L Cより購入した . 動物飼
育は 3- ト1 に準じた ｡
芝生 岨 ±迎塵塵昼塾翼+三重基堅L里遡星
T B A R Sの 定量は Bu ege ら[77】の方法に従 っ て 行っ た｡ 肝濯流を行う際に, 経 一
時的に濯流液(o.5 mi) を採取し､ あらか じめ 15 %(w/v)トリク 口 口 酢酸(o.5 mi).
を充填した褐色ス ピッ ツ に添加し ､ 更 に T B A試薬(15%(w/v)トリク 口 口酢酸､
0.375 %(w/v)チオパル ピッ - ル醸､ o.25 N H Cl) を 2 mi加えた｡ 沸騰水浴中で
厳密に 15分間加熱し､ 水中冷却した後､ 3 000rpm で 15分間遠心し ､ その 上清
液 の 535 n m に お け る 吸 光度 を 測定 し た ｡ ス タ ンダ ー ド は 1,1,3,3-
tetr a ethoxypropane を用 い た.
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G S Hの定量
G S Hの定量 は 3- ト1 に準じた o
統計処理
統計処矧ま2- ト1 に準じた ｡
∋二≧:1】塞塵結果及び考察
S D ラ ッ ト及び E H B Rに 500FLM の EA を肝濯流した際､ s D ラ ッ トにおい
て ､ 濯流開始 45分後, 濯流液中に大量の G P T漏出が観察され､ 重篤な肝障害
が認められた o 一 方 ､ EH B Rにおい て は､ 濯流開始後60 分まで濯流液中に G P T
漏出が殆ど見られなか っ た (Fig. 3-2-I- a)｡ M R P 2の発現はin situ 肝濯流系にお
いて も酸化的ス トレス の酸化障害を増悪する こ とが示 され た ｡ こ の 時､ s ° ラ
ッ トで は､ 濯流液中の脂質過酸化の指標である T BA RS の生成は肝障害の発生
に先行し､ T B AR S生成が上昇した 10分前後､ G PT の漏出が認められた (Fig.
3-2- トa 及び b) こ とから, E A の細胞障害性は酸化的ス トレス に起因する こ と
が示唆された ｡ EI 岱 Rにお いて も ､ 脂質過酸化の発生が G P T漏出に先行し(Fig.
3-2- トa 及び b)､ E Aの細胞障害性は酸化的ス トレス に起因するこ とが示唆され
たが ､ 脂質過酸化のかな り進行 した 60分 で ､ E H BR における G P T漏出がわず
か である こ とから､ 脂質過酸化の みで はなく ､ 更なる別の毒性機序が E Aの 細
胞毒性に絡む可能性もあると考えられる｡
濯流前の肝細胞内 G SH 量 を比較すると､ E H B Rは s D ラ ッ トに比べ約ニ倍
高い ことが示され ､ 文献での報告と 一 致して い る[78】o 500pM E Aが肝濯流さ･
れた 30分後 ､ sD ラ ッ トで
■
は濯流前の 10 %まで に低下したが ､ E H B Rで は50%
の 低下 しか示 さなか っ た ｡ 60分後､ 両ラ ッ.卜肝細胞内 G S Hはいずれもほぼ枯
渇した (Fig. 3-2-2)｡
E A による細胞毒性の メカ ニ ズムは脂質過酸化とミトコ ンドリア傷害による
もの と考えられて い る[67, 75, 79, 80]｡ 当研究室において ､ 山本らは遊離肝細胞
を用 いた実験より ､ E Aの G S H抱合代謝に伴う活性酸素の過剰発生が細胞膜脂
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質過酸化を惹起し､ 細胞傷害に至る こ とを見出した[67】｡ また ､ 円島ちは E A
が単離ミトコ ンドリアにおい て mito cho ndrialpe rmeabilitytr a n sitio n(M P T)を引き
起 こすことを最近の研究で明らかにした (u npublished obs e Ⅳ atio n)｡ いずれの仮
説におい て も ､ G S H抱合代謝反応に伴う G SH 量の低下とそれに引き続く細胞
内活性酸素の 過剰発生は 一 連の カ スケ ー ドの 引き金になるわけで ある. これ ら
の研究結果よリ ､ EA の 細胞毒性はおそらく細胞臥 ミトコ ンドリア における
GS H枯渇に伴う脂質過酸化と M P Tの 両者に起因して いると考えられる .
濯流開始 30分後､ s D ラ ッ トの 肝内 GS Hは枯渇した 一 方､ E ⅡB Rで は､ 低
下するもの の ､ 十分な G S H( 約2 0n m ol /mg pr otein) が存在してい る｡ 更なる
30分の濯流によU､ E H BR の 肝 内 G S Hは枯渇し (Fig. 3-2-2)､ その後､ 濯流液
中に O P Tの 漏出が認められた (data n ot sho w n)｡ 毒性発現と G S H枯渇との 間
にはタイム ラグが存在 し ､ 両ラッ トにおいて ､ O S Hの枯渇は毒性発現に先行す
る こ とが明らかにな っ た(Fig. 3-2-1. -2)｡ EA-S Gは GS Tの 阻害剤で ある こ t[43]
から､ 第2章第2節で見られた M R P 2発現による m 細胞毒性先進メカ ニ ズ
ムと同様､ MR P 2欠損による肝内 E A- S Gの 蓄積が os T活性を阻害する こ とで ､
G S H抱合反応に伴う G S H低下を防ぐこ とが in situ 肝 濯流系におい て も起こ り
うると考えられる ､ しか し､ G S Hの 低下速度は両ラ ッ ト間に差が認められなか
つ た こ とから(Figr, 3-2-2)､ 今回見られた E壬岱 Rでの B A細胞毒性の軽減は､
もともと EH B R肝細胞内 G S Hが正常ラ ッ トより約2倍高い こ とに起因して い
ると考えられる｡
肝臓は G SI‡の最大の生産臓器であり ､ 肝外臓器に G S Hを供給する重要な役
割を有する. 肝臓内 G S H濃度は EI 岱 Rで SD ラッ トより約2倍高い こ とが報
告されて おり ､ こ れは E H BR 肝臓内の G S H合成第 一 段階(律速段階)を触媒
する酵素γ -gluta mylcystein syntheta se(γ - GC S)の活性､ 及び発現量が S Dラッ ト
に比 べ ､ 約 2倍高い こ とが原 因と考えられて い る【78]｡ E H B Rにおける高濃度
細胞内 G S Hは肝臓だけではなく ､ 腎臓､ 小腸 におい ても見られるが[78]､ これ
は肝臓からの G S H供給元進がその 原因と考えられる ｡ それゆえ ､ 肝 臓内 G S H
合成の冗進は全身の抗酸化能力の向上につ なが ると考えられる ｡ MRP 2欠損に
よる γ - G C S誘導の メカ ニ ズム は未だ不明であり､ M R P 2基質となるホルモ ンな
どの 肝臓γ - G C S誘導物質の蓄積が考えられる｡ 以上の情報と今回の結果に基
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づいて ､ 仮説と して ､ 以下の ことが考えられる｡ 何らかの原図で肝臓が酸化的
ス トレス に陥 っ た際､ 短時間で積極的に胆管側緋鯉蛋白 M R P2を内在化し､ G S H
の 膿汁排滑を防ぎ､ 肝臓内 G S H量 と肝外臓器 へ の供給の増加を図る｡･それと
同時に､ M R P 2の 内在化による γ - GCS誘導物質の肝臓内蓄積が合成酵素発現の
誘導で G S Ⅲの 合成を冗進し､ 肝臓や全身の抗酸化能を高める｡ すなわち M R P2
の 内在化は酸化的ス トレス から生体を守ろうとい う生体の防御反応であると捉
える ことが可能で ある｡ 実際には､ 上記仮説を裏付ける実験結果いく つ か報告
され て いる ｡ 胆管結染により作成した胆汁う っ た いラ ッ トに過量アセトア ミノ
フ ェ ンを投与すると ､ 膿 汁う っ た い ラ ッ トでの アセ トア ミノ フ ェ ンの肝毒性が
コ ントロ ー ルラ ッ トに比 べ ､ 軽減された との結果が得られて いる[81]｡ こ こ で ､
胆管結集ラ ットで は胆管膜上の M R P 2が内在化し､ mR N A､ 蛋白発現量も低下
する ことが知られて い る【62]｡ 一 方､ 周知の よう にアセトアミ ノ フ ェ ンによる
肝毒性はその代謝に伴う活性代謝物 (N- a c etylp-be n z oquin o n ei min e;NAPQI) の
生成が必須であるo アセトアミノフ ェ ンの 肝毒性メカ ニ ズム につ い て は､ N A PqI
の G S H抱合反応に伴う GS H枯渇による瞭イヒ的ス トレスが提唱され て い る [82-
85】｡ 以上複数の研究結果より , .M R P2発現量の低下は酸化的ス トレスから肝臓
を保護する こ とがin viv oにおい ても ありうると考えられる｡ また ､ M R P 2党規
量低下により , G S H以外の抗酸化物質の細胞内蓄積が酸化的ス トレス 肝障害の
軽減に貢献して い るこ とも考えられる｡ ヒリル ビンは神経毒性を有する ヘ ムの
分解産物であり ､ 強い抗酸化仲用をもつ ことが知られて る[86-88】｡ 実際に､ ヒ
リル ビンの前処理はアセ トア ミノ フ ェ ン の肝毒性を軽減するこ とが報告されて
い る【85]｡ ヒリル ビン のグル ク ロ ン醸抱合体は M R P 2の 基質で あり【89]､ この
抱合体の細胞内蓄積により , EⅠ岱 Rの 血中､ 肝臓中の総ビリル ビン量 はそ れぞ
れ正常ラ ッ トの約 25倍 ､ 6 倍高い ことが知られて いる[90]｡ 総ビリル ビンのう
ち､ グルク ロ ン醸抱合型ビリル ビン はそ の九割を占める[90]｡ 胆汁う っ た い時
に蓄積した抱合型ビリル ビンは脱抱合し､ 再びヒリル ビンにな る[91]｡ そ のた
め ､ E H B Rで は血中､ 肝 臓中における非抱合型ビリルビンも ､ s D ラ ッ トより
それぞれ 4倍 ､ 2･5 倍高い[90】｡ 以上の こ とを考えあわせると､ 先の胆管結穀ラ
ッ トにお いて アセ トアミノ フ ェ ン肝毒性軽減が見られる要図の 一 つ と して ､ 抗
酸化物質ビリル ビンが血中､ 肝細胞中に蓄積した こ とであると考えられる ｡ 同
様に ､ 今回 E H BR におい て観察された E A毒性の軽減には､ 肝臓内高濃度に維
持された どリルビンの抗酸化作用の関与も考えられた｡ 今後ビリル ビンの添加
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によ8) EA 毒性が軽減されるかどうかを検討する必要があると思われる .
これまで の研究は M R P 2の解毒機能を扱 っ たものが殆どであり ､ 毒性増強に
働く薗を述 べ たものが殆どな い . 最近､ Dietrich らは M R P 2発現 M D C K II細胞
と M R P 2遺伝的欠損ラッ ト Ⅷ
-
を用いた as e nite 及びα - n apbtbylis otbio cya n ate の
毒性を検討した結果､ M R P 2発現はこれら毒物の毒性を増強したこ とを見出し
た【92]. こ れは初めて 明確に M R P 2の解毒性質に反する 一 面を提示 した研究と
して興味深 い o 今回示 した酸化的ス トレス 下での M R P2による毒性増強の碍果
は彼らの研究結果と - 致するもの で あり ､ 生命活動における M R P 2の役割を多
面的に解明して いく上で の に有用な情報になると思われる｡
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9jも緒
第三章の結果をまとめると ､ 以下の知見が得られる｡
1. 肝濯流系において ､ M R P 2の欠損は E A細胞毒性を軽減した｡ それ は M R P2
の欠損により維持された細胞内高濃度 GS H に起因して いると考えられる ｡
これにより ､ 酸化的ス トレス状態下で ､ M R P 2が毒性増強に働く可能性が示
唆された (sche m e3)0
2. EA は細胞内 GS H 枯渇を惹起する ことで ､ 酸化的ス トレス を引き起 こ し､
細胞傷害に至る ｡
3. E Aによる酸化的ス ト レス の状態下で M R P 2の 内在化が観察された ｡ 細胞内
GSⅠi の低下がその引き金とな っ て い る可能性が示唆された.
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総括
一 般に M RP 2の発現は細胞毒性防御につ なが ると考えられてきた【24, 93].
しか し､ 今回 - 連の in vitr o､ in situ の 実験より ､ 酸化的ス トレス 下 におい て は､
M R P 2発現による細胞毒性の増強が認められた ｡ こ れ は M R P 2が細胞内 G S H
濃度を決める要因とな っ て い る こ とに由来する屯の と考えられるo 本研究で 示
唆された毒性発現 の増強は M R P 2の 異物 ･ 毒物 に対する解毒蛋白として の性質
を変える こ と になるとは思わな い が ､ 他の解毒蛋白と同様にある特殊の状態下
では逆に生体に不利になりうる こ とを明らか にした ｡ 類似する例として ､ 異物
代謝酵素 p450(pha s eI) や G ST (pha s eII) を挙げるこ とがで きる【94, 95】｡ 今
回 Phas eIIIの代謝酵素 MRP2の 例を加えること で ､ 一 連の解毒シス テムの各ス
テ ッ プにおいて ､ 逆 に毒性を増強する例外がある ことが示唆された ｡
酸化的ス ト レス 下で は ､ M R P2 の 内在化が観察され ､ G S Hの 低下 はその 引き
金と考えられた ｡ 内在化､ 及びこ れ による胆汁う っ た い は病的症状で あるが ､
細胞内抗酸化物質の流出を防ぐ酸化的ス トレス へ の 防御反嘩と捉える こ とも可
能である ｡ 発熱､ 咳などの病的症状が生体防御の方向に働く こ とは類似した現
象と考え て よいかも しれな い o
本研究で得られた知見は､ M R P 2の役割を多面的に捉え ､ 病態時の M R P2発
現変動とそれによる細胞内環境変化を考慮した上で ､ 薬物動態変動､ 毒性の発
生を予測し､ より有効な治療法の確立につ なが るこ とが期待される｡◆
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監序翰ヨ
酸化的ス トレス は､ 老化､ 発ガ ン､ 炎症､ 虚血 による臓器障害などの様々
な疾患の病因として注 目され て いる ｡ 還元型グルタチオ ン (G S Ⅲ) は細胞内
に mM オ ー ダ ー で存在する内因性の抗硬化物質であり､ 活性酸素の消去､ 異物､
老廃物との代謝抱合などの重要な役割を果たして い る . 肝臓にお いて は約 3-6
m M と高濃度の細胞内 G S Hが存在し､ 抱合代謝で消費されるほか ､ それ自身が
血中や胆汁中 へ 分泌される o 特に胆汁排池過程は.Multidrug r e sista n c e- as s o ciated
pr otein2(M R P 2)を介した能動輸送であり､ 胆 汁椴非依存性胆汁流の駆動九とな
つ て いる ｡ M R P 2は酸化型グルタチオン (G S G) 及び各種の G S H抱合体の膿
汁緋鯉も担っ て おり ､ 硬化的ス トレス の発生と進行過程 へ の関与が考えられる
が ､ その 詳細は明らかでな い ｡ 本研究で は酸化的ス トレス 下における M R P 2の
役割に関して ､ in vitr o､ in viv o系を用 いて評価し､ その 位置づけを行う ことを
目的とした ｡
主+ 戯 盟辻逃避盤
獲
HN E は酸化的ス トレス 下 におい て脂質 ニ重膜より遊離する内因性化合物
であり ､ D N A､ タンパ ク質の合成阻害やオルガネラ機能不全などを引き起 こす
こ とから､ 脂質過酸化の ニ 次毒性の要因として注目され て い る｡ 更1こ H N Eは
その大部分が細胞内で G S H抱合を受け ､ H N E-S Gを生 じるが ､ この 反応は可逆
的であり ､ 細胞内 H N B-S G の蓄積により ､ H N E生成方向に傾きうる . それゆ
え ､ H N E及び H N E-S G の 細胞外 へ の 速やかな除去が細胞生存にと っ て 重要と
考えられる｡ これまで H N Eをラ ッ トに肝濯流すると H N E-S Gが月旦汁中に検出
される ことが報告され て い る｡ H N E-S G は ⅡN E に比 べ水溶性が高く､ 細胞膜
透過過程に何らかの輸送体の関与が想定されて きたが結論は得られて いなか っ
た ｡ 一 方 ､ 肝細胞の 胆管側に局在する M R P2は､ GS H抱合化合物の 胆汁緋鯉に
関与する輸送体であリ ､ IiN E-S G の 胆汁排池 へ の 関与が推察される. そ こで ､
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那 -S G胆汁排滑 へ の M R P 2の関与を検討した ｡
監粛法ヨ ⅡN E-SG は ヨN Eと G S Hとの由発反応により合成し､ L C- M Sにて
確認後､ 標品として用 いた . HNE-SG の定量は新たに開発した蛍光ポス トラ ベ
ルⅠ肝 LC 法を用 いて行っ たo ヒト M R P 2遺伝子発現イヌ腎臓由来 MDC KII細胞
(M R P 2/M D C K II)､ 及びコ ン トロ ー ル M D C ⅢⅠ細胞 (M D C K II) に 壬 珊 を添
加後､ 細胞外に排出される H N E-S Gを経時的に測定した ｡ また ､ m を正常s D
ラ ッ ト及び M R P2遺伝的欠損ラッ ト(EⅠ岱 R)に静脈内投与し､ H N E-S G の胆汁
緋鯉を評価した｡
監抵果 せ 考察ヨ H N E添加後､ M D C K [Ⅰの細胞外へ 排出されたf N E-S Gは 1.9
n m ol/mg pr otein で ある - 方 ､ M R P 2/M D C KII細胞では 20.3 n m ol/mg pr otein で あ
り ､ M R P 2発現 によ っ て Ⅰ‡N E-S Gの細胞外 へ の 排出量は約1 0倍に上昇した .
M R P2/M D C K IIにおける m -S Gの 排出は apic al倒優位であり(apic al/bas al=8.i)､
M R P2の 発現部位が Apic al側膜特異的である ことと 一 致し､ H N払S Gが M RP 2
を介して細胞外 へ排出されることを強く示唆した ｡ ⅡN丑 添加 12分後の細胞内
壬 珊 -S G は M R P 2/ M D C XユⅠ細胞におい て は検出限界以下で ある 一 方､ M D C KII
において は 0.9 n m ol/mg protein と顕著な蓄積が認められた ｡ 以上の こ とより ､
ヨN 丑 は細胞に添加後速やかに G S H抱合を受け ､ MR P 2を介して細胞外 へ 排出
されるこ とが示され た｡
l また ､ H N Eを 10IL m OIJkg投与後 60分 まで に
I
SD ラッ
トでは胆汁中に4.2 n m ol/gliv erの H N E-S Gが検出された 一 方､ EH BR で は全く
検出されなか っ た ｡ こ の結果より ､ in viv oにお いて も MRP 2は酸化的ス トレス
下で生成する 別 の 主代謝産物 HNE-S G の細胞外 へ の輸送に主要な役割を果
たして い ることが示 され た ｡
2. M R P2発現 による酸化的ス ト レス の増強 (in vitr o)
H N モーS G の 蓄積は細胞内 HN丑 濃度を上昇させる可能性がある こ とから;
M R P 2による積極的な H N E-SG の排池は､ 結果として細胞防御につ ながる こ と
が期待される｡ そ こで , M R P 2発現細胞で H N Eによる細胞毒性が軽減されるか
否かに関して検討を行 っ た ｡
監方法】Ⅰ跡肥 の 細胞毒性は M T Ta ss ay によ り評価した ｡ 細胞死の様式は
An ne xinV -PIによる染色像で判断した o H N E添加後の細胞内 G S H量を経時的
に測定した ｡ H N E-S Gによる G S Tへ の 阻害は G S Hとモノク ロ ロ ビメイ ンとの
抱合反応に対して評価した ｡
70
監舷廉 ゆ 常盤遜以上高濃度(62.5ELM)の H N E処理 24 時間後､ M R P 2/M D C KII
の 生存率は M D CK[Ⅰに比 べ低下して おり､ むしろ MR P2党規 による毒性増強が
観察された o この ときの M D C KIIの細胞死の様式は M R P 2の 有無によらずネ
ク ロ ー シス であ っ た o 生理的条件下で発生する細胞内 江N Eは微量であり (- 10
〝M)､ G S Hの枯渇を引き起 こす量に達し得な い こ と､ H N E-S Gの細胞内濃度は
M R P2/M D C K Ⅱで顕著に低下して いるこ とより ､ こ こで観察された毒性は m ､
H N E-S G自体の薬理毒性よりむしろ､ よリ ー 般的な細野内 G SH枯渇 による m
の 短期毒性を表して いる もの と推察された ｡ 実際 ､ H N E添加前の細胞内 G S H
は ､ M D C EユⅠ細胞で 22･1n m ol/mg pr otein､ M R P 2/ M D C K IIで 18.1 n m ol/mg pr otein
であり､ 過去の報告通り M R P 2/M D C K Ⅱで は G SH の恒常的な細胞外へ の排出
先進による細胞内 GS Hの 低下が確認された｡ 更 に62.5〝M HNE添加 30分後､
M R P2/M DCEIIで は G S Hが ほぼ枯渇した (0.3 n m ol/mg pr otein) の に対して ､
M D C K IIで は H N E添加前の約 20%程度が残存した(4.3n m ol/mg pr otein)｡ また､
那 -S Gは G S Tの 阻害活性を有する こ とから､ M D C K IIで は蓄積した 圧N 払S G
によ り G S Hの 消失速度が抑えられ て い る可能性も示唆された ｡ 以 上 より ､
M R P 2/ M D C K Ⅱで は ､ M R P 2過剰発現に よL)･､ 生 じた G S H抱合体が速やかに排
出される こ とで細胞内 G S Hの 消費が促進し､ G S Hの 枯渇とそれに引き続くネ
ク ロ ー シス に至 っ たものと考えられた ｡ 一 方 ､ M D C K IIで は生成した H N モーS G
が細胞内に蓄積し､ G S Hとの抱合反応を抑制した結果､ o s Hの枯渇とそれに
引き続くネク ロ ー シス から免れたもの と考えられた ｡ こ の ような細胞内 G S H
の 枯渇は ､ 一 般に G S H抱合代謝を受ける薬物大量投与時に観察され ､ 致死性
の肝障害を引き起 こすこ とが知られる ことから､ M R P2/M D C K IIにおける G S H
枯渇と毒性増強は､ HNE 以外の薬剤にも当てはまると予想される｡ そ こ で ､ 図
の ス キ ー ム 同様 G S H抱合を受け M R P2によっ て細胞外 へ 排出される こ との知
られる エ タクリ ン醸 (EA) を用 い ､ 感受性を比較した ｡ そ の結果､ H N E･ 同様
M R P2/M D C E Ⅱで は E A に対する感受性が先進しており､ 本仮説が裏付けられ
た ｡
地 軸L
こ れ ま で に tert-butyl hydroperoxide (t-B O O Ⅱ) と chlor odinitr obe n z e n e
(C D N B) により惹起された酸化的ス トレス状態下で ､ M R P 2の内在化が報告
されてい るもの の ､ その 内在化機構､ 生理的意義の解明には至 っ て いない ｡ M R P 2
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発現により薬剤性の 酎ヒ的ス トレス毒性が増強するとい う今回の結果は ､ こ れ
ら M R P2 の局在変化を説明する上で重要な情報になると思われる｡ そ こ で ､ 上
詑in vitr oで観察された MRP2 による E Aの細胞毒性増強が､ 生体内で も起こ u
うるか ､ 更 にこの 時の M R P2局在に変化が見られるかをin situ 肝濯流法で調べ
た ｡
監方法ヨ E Aを正常 s D ラ ッ ト及び EI由R に肝濯流し､ 肝毒性, 脂質過酸化
をそれぞれ G P Tの 漏出, T B A R Sの 生成により評価した｡ M R p 2の 局在は共焦
点レ ー ザ ー 単光顕微鏡を用 いて M RP 2とタイトジャ ンクシ ョ ン構成蛋白 z o-1
及び胆管側膜 マ ー カ ー 蛋白 D PPIVとの 二重染色により観察した｡
監結果 ･ 考療ヨ sD ラッ トで は 500lLM E Aを肝濯流して 50 分で濯流液中に
GP Tが 350 SFUnit/ml､ T B A R Sが o.8FLM M D Aeq.検出された . 一 方､ EI 岱R に
お いて は 50 介の時点で G P Tが 1 SF Unit/ml､ T B A革.S が o.2FLM M D Aeq. であり､
in situ にお いて も M R P 2の 発現が E A による細胞毒性を増強して いる可能性が
示された ｡ E A濯流前の 肝細胞内 G S H量は S Dラ ッ トが 32 n m ol/mg pr otein､
E H B Rが 60 rl m Ol/mg pr otein で あ っ た ｡ E A漂流後､ 肝臓内 G S H量は両 ラッ ト
とも低下しはじめ ､ 30分後 ､ .s Dラ ッ トではほぼ枯渇 (3 n m ol/mg pr otein) する
一 方､ E H B Rで は濯流前の約35% のG S Hが残存して いた (21n m ol/mg pr otein)｡
E A濯流後の肝細胞内 G S Hの経時変化は毒性発生の タイム コ ー ス とパ ラ レルで
あり ､ 細胞内 G S H量が E A 毒性発現 の主因である こ とが示唆された｡ 雨 ラッ
トの間に G SH 低下速度の有意な差が認められなか っ た ことから､ EI 岱 Rで軽減
された毒性は ､ M D C ⅢⅠ系で 想定された G S H抱合体の 蓄積による produ ct
inbibitio nの 可能性は低く , 主 に M R P 2欠損による定常状態細胞内 G SH レベル
の上昇に起因すると考えられた ｡ また ､ 低濃度 (100pM) E A肝濯流 30分後の
初期にお いて ､D PP Ⅳ､Z O-1 で染色される胆管ス ペ ー ス の 崩壊を伴わな い ､ MR P2
の 特異的な内在化が観察された ｡ 過去に報告され て いるt-B O O Hや C D NI∋ 屯 ･E A
同様､ G S H枯渇を引き起 こすこ とから､ これ ら薬剤による M R P2の内在化が細
胞内 o s Hの 低下 に起因して い る可能性が示唆された ｡
監総括ヨ
これまで 一 般に M R P 2は ､ 肝 で異物､ 老廃物の胆汁緋鯉を行う ことで毒性
防御に働くと考えられて きた ｡ しか し､ 今回 一 連の in vitr o､ in situ の結果から､
病態時､ 或い は薬剤性の G S H枯渇状況下で は､ む しろ ､ M R P 2が細胞障害性を
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増強しうる ことが示 された o 肝臓において G S Hの枯渇が M R P 2の特異的な内
在化に繋がる ことが 示唆された ｡ 生理的意義の解明には更なる解析が必要であ
るが､ M RP2 の内在化は酸化的ス トレス 下で の G S Hの更 なる減少を防ぐ生体側
の防御反応で ある可能性が考えられた｡
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